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Abreviaturas

Abreviaturas usadas
BCIP: Sal de p-toluidina 5-Bromo-4cloro-3-indolilfosfato

GFP: Proteina verde fluorescente (del inglés: Green Fluorescent Protein)

IPTG: Isopropil tio-galactésido

kb: kilobases

kDa: kiloDalton

LB: L Broth . Medio de cultivo para bacterias (ver soluciones en Materiales y Métodos)
NBT: Cloruro de tetrazolio nitroazul

OLB: Mezcla de marcacion. Del Inglés:"Oligo Labelling" (ver Materiales y Métodos)
pb: pares de bases

PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés: Polymerase Chain Reaction)
TTL: Tubulina tirosina ligasa

TCPasa: Tubulina carboxipeptidasa



Resumen

Resumen

En el presente trabajo se realizaron estudios moleculares y funcionales acerca
de la enzima tubulina tirosina ligasa (TTL) de rata.

En primer lugar se analizé si los niveles de proteina y ARNm se correspondian
con los de actividad enzimaticamente previamente determinados. Con esta finalidad
se produjo un anticuerpo anti-TTL y una sonda de ARN correspondiente a una region
codificante de la enzima. Mediante el empleo del anticuerpo se encontré que los
niveles de TTL son elevados en estadios tempranos del musculo esquelético de rata y
disminuyen durante el desarrollo del animal. El analisis de la cantidad de proteina TTL
para distintas edades del animal mostré un nivel que se correspondia con el
encontrado para la actividad de dicha enzima.

Para determinar si la disminucion de los niveles de la proteina TTL es
acompafada por un cambio en la expresiéon de su ARNm, éste fue determinado
mediante hibridizacion in situ. Estos experimentos detectaron en tejido embrionario y
post-natal, que la cantidad de ARNm fue claramente superior a la del tejido adulto,
indicando que la regulacion de la actividad de la TTL, estaria a nivel de la
transcripcion del gen.

Con el fin de examinar si los cambios en la expresion de la TTL ocurren en las
células precursoras de las fibras musculares (mioblastos) independientemente de la
influencia sistémica o de factores ambientales, se realizaron cultivos primarios de
mioblastos a partir de tejido de rata neonatal. Se encontré que tanto en estadios
tempranos, donde aun no hay fusion de los mioblastos, como en estadios avanzados
de maduracion de los miotubos, la expresion del ARNm de la TTL se mantuvo
aproximadamente constante. Esto sugiere que los mecanismos que regulan la
disminucién de la expresion de la TTL in vivo, no estarian presentes en el cultivo de
células in vitro.

Posteriormente, con la finalidad de llevar a cabo estudios relacionados a la
funcionalidad de la TTL se aislé6 su ADNc de una biblioteca de expresion de bulbo
olfatorio de rata. De un total de 300.000 clones analizados, se encontré un clon
positivo que contenia un inserto de 4,5 kb. Se determind la secuencia de nucledtidos
de la region codificante de la TTL y se detectdé un marco de lectura abierto de 377

aminoacidos. La secuencia de aminoacidos mostré ser altamente homodloga
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(aproximadamente 91%) con las secuencias de TT-ligasas bovina y porcina vya
publicadas.

Con el propésito de indagar acerca del papel funcional de la TTL, se utilizé el
ADNCc de la enzima para desarrollar una TTL mutante dominante negativa y un ADNc
antisentido. Estos fragmentos fueron subclonados en un vector de expresion eucariota
y utilizados para transfectar células de la linea CHO-K1, con el propésito de disminuir
los niveles de la TTL de dichas células. En contra de lo esperado, el nivel de tubulina
detirosinada de los microtubulos de las células transfectadas, tanto con la TTL
mutante como con la secuencia de nucleétidos antisentido, fue similar al encontrado
en células transfectadas con el vector sin inserto. Sin embargo la actividad de la TTL
determinada en extractos de células transfectadas fue significativamente menor que la
encontrada en células controles.

Se realizaron estudios para determinar si la transfeccion de estas
construcciones tenian alguna influencia sobre la division de células en cultivo. Para
ello se comparo, luego de 72 hs post-transfeccion, la cantidad total de células
presente en la capsula con células transfectadas con la mutante dominante negativa
y con ADN anti-TTL con respecto a la cantidad presente en la capsula con células
transfectadas con el plasmido sin inserto (control). Los resultados obtenidos indicaron
que el numero de células presente en las capsulas con células transfectadas con la
mutante y con el ADN antisentido fue superior al de las controles. Se discute la
posibilidad de que el aumento en el numero de células se deba a un aumento en la
velocidad de divisién de la las células transfectadas o que estas afecte, mediante
algun mecanismo aun no dilucidado, la proliferacion de células vecinas no

transfectadas.
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La compartimentalizacion celular de las actividades genéticas y metabdlicas de
los organismos eucariotas impuso una de las mayores diferencias evolutivas de sus
antecesores procariotas. Uno de los compartimentos mas relevantes por su tamafio y
complejidad es el nucleo el cual, separado del citoplasma mediante una doble capa de
membranas, contiene casi la totalidad del ADN celular. Este es el sitio principal de
sintesis de ADN y ARN. El espacio circundante al nucleo, el citoplasma, contiene el
citosol y organelas citoplasmaticas. En el citosol se lleva a cabo la sintesis de
proteinas y las reacciones del metabolismo celular intermedio, reacciones por las
cuales pequefias moléculas son degradadas y otras sintetizadas para generar los
componentes de las macromoléculas. Dentro del citoplasma se extiende una compleja
red de filamentos proteicos los cuales no solo sirven de soporte y transporte de las
organelas que dentro de él se hallan sino que le confieren a la célula importantes
propiedades tales como su arquitectura y dinamismo. Esta red de filamentos se
denomina citoesqueleto y esta compuesta basicamente por tres tipos de filamentos:
filamentos de actina, microtubulos y filamentos intermedios. Cada tipo de filamento
estd compuesto por una proteina cuantitativamente importante y una serie de
proteinas asociadas las cuales le confieren diversas propiedades en cuanto a su
estabilidad, dinamismo e interaccion con otros componentes celulares.

A continuacién se menciona un breve comentario sobre filamentos intermedios
y microfilamentos y se discutira en mayor detalle en lo que se refiere a microtubulos,

tubulina y las modificaciones post-traduccion que esta ultima puede sufrir.

Filamentos de actina

Los filamentos proteicos de actina o microfilamentos son polimeros proteicos de
7-9 nm de diametro formados principalmente por actina. La motilidad y cambio de
forma de la célula se debe en gran medida al ensamblaje dinamico de esta estructura.
La actina es una de las proteinas mas conservadas entre los eucariotas [1] y existe en
dos estados: uno globular, denominado actina-G, 6 en la forma polimerizada formando
filamentos (actina-F), actualmente denominado microfilamentos. En la célula, la
actina-G se encuentra en equilibrio con los polimeros de la actina, los cuales se
visualizan en forma de red o en forma de manojos ("bundles"). Funcionalmente los
manojos y la red tienen roles idénticos en la célula, ambos sirven como marco de
apoyo a la membrana plasmatica y por lo tanto determinan la forma de la célula. Sin

embargo su organizacion estructural es diferente. En las cercanias de los extremos de
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la membrana plasmatica la red, conformada por un entrecruzamiento de los filamentos
de actina, adopta una estructura bidimensional. Hacia el interior de la célula la red
filamentosa toma una forma tridimensional confiréndole al citoplasma caracteristicas
gelatinosas. Los manojos difieren estructuralmente de la red, principalmente en la
organizacion de los filamentos de actina. En los manojos, los filamentos estan
estrechamente empaquetados en arreglos paralelos. Tanto en los manojos como en la
red, los filamentos de actina estan unidos mediante proteinas que sirven de puente
entre ellos. Estas proteinas denominadas en inglés “actin-cross-linking proteinO
poseen sitios de unién a filamentos de actina y presentan longitud y rigidez variable.
Las propiedades de estas proteinas determinan en gran medida la formacion de
manojos o una red. La forma caracteristica de ciertas porciones que adopta la
membrana celular tales como "microspikes", filopodias y lamelipodias no solo depende
en la organizacion de estas estructuras sino también de proteinas que conectan los
flamentos a las membranas (“membrane-microfilamet binding protein(). Estas
proteinas sirven de anclaje de la membrana plasmatica al citoesqueleto subyacente.
En resumen, la diversificacién de las propiedades de la actina en relacién a la forma y
al movimiento celular se debe en gran medida al conjunto de proteinas que

interaccionan con la ella [2].

Filamentos Intermedios

Los filamentos intermedios (Fls) constituyen una superfamilia de proteinas que
poseen estructura de alfa hélice y tienen la propiedad de polimerizar formando
filamentos de 10 nm de diametro. Este tipo de filamentos se los ha encontrado en la
mayoria de las células eucariotas excepto en hongos y otros eucariotas inferiores. A
diferencia de los microfilamentos y los microtubulos (ver mas adelante), los Fls no
poseen un rol en la motilidad celular. Es decir, no se conocen movimientos celulares
dependientes de estos filamentos ni de proteinas motoras que se desplacen a lo largo
de ellos. Algunas de las funciones celulares en las que este tipo de filamento participa
son: soporte de la membrana nuclear interna, conexiones célula-célula y célula-matriz
extracelular via el anclaje a desmosomas y hemidesmosomas y en las células
musculares, mantencion de la citoarquitectura de los unidades sarcoméricas. [3]. La
propiedad bioquimica mas notable de los Fls es su estabilidad ya que a diferencia de
los microfilamentos y los microtubulos, los Fls permanecen polimerizados aun cuando

a una célula se la trata con soluciones que poseen detergentes o alta fuerza iénica.
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Las proteinas que forman los Fls se las han clasificado en cinco grupos
distintos sobre la base de la homologia en su secuencia de aminoacidos. La expresion
de cada proteina de Fls es caracteristica de ciertos tejidos o tipo celular. Por ejemplo
filamentos de queratinas en células epiteliales, filamentos de vimentina en células
mesenquimales, filamentos de desmina en células musculares, filamentos de proteina
acida fibrilar glial en algunas células gliales, neurofilamentos en células neuronales y
filamentos de lamina en la lamina nuclear de las células eucariotas. Estas proteinas
suelen utilizarse como marcadores celulares debido a su patrén de expresion
especifica en ciertos tipos de células. Ademas de compartir la propiedad de formar
filamentos de 10 nm en diametro todas las subunidades proteicas de los Fls poseen
tres dominios moleculares bien diferenciados. Un “coreOcentral en estructura de a-
hélice, y dominios terminales amino y carboxilo con estructura globular. Esta
disposicion molecular y las caracteristicas de su secuencia de aminoacidos hace que
estas proteinas se unan entre si en forma antiparalela formando dimeros, los cuales
forman distintas estructuras de polimerizacion intermedias para finalmente formar un
filamento el cual no posee una polaridad determinada. Al igual que los filamentos de
actina y microtubulos, los Fls poseen un conjunto de proteinas asociadas las cuales
hacen posible su interaccion con otros componentes celulares. Asi, la proteina
plectina representa un fuerte candidato a la interaccion entre los tres tipos de
filamentos: Fls, microfilamentos y microtubulos [4, 5, 6], y desmoplaquina quien media
la interaccion entre los filamentos de queratina y la placa electrodensa de los

desmosomas [7].

Microtubulos

Los microtubulos son polimeros cilindricos huecos de 24 nm de diametro
formado por subunidades de la proteina globular tubulina (ver Fig. 1). La tubulina es
un heterodimero formado por una subunidad o y una subunidad B. Para la formacién
de un microtubulo la tubulina debe formar primeramente protofilamentos lineales los
cuales se forman con la union de la subunidad 3 del dimero con la subunidad o del
siguiente dimero de tubulina, es decir el protofilamento se forma con dimeros de
tubulina unidos de manera cabeza-cola. Un corte transversal de un microtubulo
muestra trece protofilamentos [8] (aunque se han descripto in vivo excepciones de

microtubulos de 12, 14 y 15 protofilamentos [9, 10, 11]) ordenados en forma paralela
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formando un cilindro alrededor de un “coreOcentral

vacio. Debido a que todos los protofilamentos estan Fig.1 Dimero de

g—tubulina libre

ordenados en una misma direccion (determinada
por la orientacion de la unién de las subunidades de a-tubulina
tubulina), el microtubulo es una estructura polar. & .
, B-tubulina
Esta proteina se la encuentra en todos Ilos
organismos eucariotas. En el tejido nervioso de \
animales superiores la tubulina representa Protofilamento
alrededor del 10-20% de las proteinas totales. Hoja de
. , . ensamble
La tubulina puede ensamblarse in vitro
incubando a 37°C un extracto proteico soluble de
cerebro en presencia de GTP, Mg®* y un agente
quelante de Ca*? (EGTA). Los microtubulos
formados pueden aislarse mediante centrifugacion y
desensamblarse por incubacién a 0°C quedando la
. . Elongacion
tubulina en condiciones de ensamblar nuevamente. | del microtabulo
Esta dependencia de la polimerizacion con la
temperatura, resulté ser de gran utilidad como
método de purificacion de la tubulina. Varios ciclos
de ensamble y desensamble de tubulina permite
obtener preparaciones altamente enriquecidas en
tubulina y proteinas que poseen una interaccion tre 3 > Microtabulo
b » #
. . d con GDP
selectiva con la misma.
El  microtibulo posee un  extremo /" Extremo (-)

denominado “+Q cuya velocidad de crecimiento por

adicion de tubulina es mas rapido que el extremo “-

O El heterodimero de tubulina une dos moléculas del nucleétido GTP. Un sitio de
unién se encuentra en la subunidad o donde el GTP no es hidrolizable, mientras que
el segundo sitio, localizado en la B-tubulina, une GTP reversiblemente que puede ser
hidrolizado a GDP. Con respecto a la cinética de polimerizacion de la tubulina, se ha
observado in vitro que la formacion de microtubulos es dependiente de la
concentracion del dimero de tubulina presente en el medio. Esta concentracion se
denomina concentracion critica C.. Por encima de esta concentracion la tubulina se

ensambla, por debajo de la misma se desensambla. Tanto el ensamble como el
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desensamble, tienen lugar preferentemente sobre el extremo “+“ de los microtubulos.
El GTP presente en la B-tubulina es hidrolizado a GDP luego que el dimero de
tubulina se adiciona a los extremos de un microtubulo en crecimiento. Asi el extremo
de un microtubulo consistira transitoriamente de subunidades de tubulina que
contienen GTP mientras que el centro del microtubulo estara enriquecido en tubulina-
GDP. Uno de los parametros que determina la estabilidad de un microtubulo es la
velocidad a la cual la tubulina-GTP se adiciona al extremo “+O

Una variedad de experimentos en diferentes tipos de células han demostrado
que mientras algunos tipos de microtubulos crecen, simultdneamente otros se
depolimerizan. Mas aun, un microtubulo puede oscilar temporalmente entre fases de
crecimiento y acortamiento. Este comportamiento complejo de los microtubulos se ha
denominado inestabilidad dinamica [12]. Los parametros que describen el modelo de
instabilidad dinamica son cuatro: La velocidad de polimerizacién, la velocidad de
depolimerizacién, la frecuencia de rescate del microtubulo (transicion de
depolimerizacion a polimerizacién) y la frecuencia de catastrofe (transicion de
polimerizacién a depolimerizacién). Dos condiciones modulan la inestabilidad: la
concentracion de tubulina, y el tipo de nucleétido (GTP o GDP) unido a la B-tubulina
en el extremo “+Odel microtdbulo. Un microtibulo se convierte en inestable y se
depolimeriza rapidamente (catastrofe) si la concentracidon de tubulina esta por debajo
de la Cc o si el extremo "+" posee subunidades de B-tubulina con GDP. Esta ultima
situacion puede darse cuando un microtubulo se acorta rapidamente exponiendo
GDP-tubulina en el extremo 6 cuando el microtubulo crece muy lentamente de forma
que el GTP—tubulina se hidroliza antes de que nuevas unidades de GTP-tubulina se
adicionen. Sin embargo el microtubulo que se esta depolimerizando puede volver a
ensamblarse y crecer si la concentracion de tubulina esta por encima de la Cc o si
nuevas unidades de GTP-tubulina se adicionan al extremo “+Qantes de que el GTP se
hidrolice. EI acortamiento y crecimiento es una propiedad intrinseca de los
microtubulos. Muchos factores pueden interferir en las distintas fases del dinamismo
de los mismos, entre ellos la participacion de las proteinas asociadas a microtubulos
(MAPs) (ver mas adelante). Existen dos tipo de mecanismos que explican el
comportamiento dinamico de los microtubulos. Uno es el mecanismo de “inestabilidad
dinamica® mencionado anteriormente y otro es el denominado “treadmilling®

Historicamente este ultimo fue el primer modelo propuesto para el estudio de la
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cinética de formacion de los microtubulos. Basicamente el modelo propone que la
invariabilidad de la masa poblacional de microtubulos en estado estacionario es la
resultante de la sumatoria de equilibrios en los microtubulos individuales. Asi el
ensamblaje de subunidades en el extremo “+Ode cada microtibulo es compensado
por la pérdida de subunidades en el extremo “-" [13]. Estudios con tubulina marcada
con biotina demostraron que la mayoria de los microtubulos de las células en interfase
se comportan segun el modelo de la inestabilidad dinamica. Sin embargo
recientemente se han mostrado evidencias de que existen numerosos microtubulos
que no se encuentran unidos al centrosoma [14, 15, 16] y que se comportan segun el
modelo de “treadmilling(16].

Un elemento importante para la formacion de microtubulos en células
eucariotas lo constituye el centro organizador de microtubulos (COMT). La mayoria de
los microtubulos citosdlicos estan dispuestos de tal forma que sus extremos (-) se
encuentran concentrados espacialmente en el COMT y desde alli se dispersan en la
célula quedando los extremos “+Oen la periferia celular. [17, 18]. EIl COMT se
encuentra en la periferia nuclear y al microscopio electrénico se lo observa como un
material amorfo denso y oscuro. El rol principal del COMT es ser el centro desde el
cual se ensamblan la mayoria de los microtubulos. La evidencia de que el MOTC es el
material que une los microtubulos en formacién fue demostrada in vitro [12]. La
adicion de centrosomas purificados (centrosoma y COMT son denominaciones
equivalentes para la mayoria de las células animales en interfase) a una solucién que
contiene tubulina, permite la formacion de microtubulos cuyos extremos “-°
permanecen asociados con el centrosoma [12]. Ademas de las isoespecies a y B
tubulina se ha descripto la tubulina y la cual no forma parte de microtubulos. Se la ha
encontrado fundamentalmente en el COMT [19] donde actuaria como sitio de
nucleacion en la formacién de microtubulos. La y-tubulina también existe como parte
de un agragado citoplasmatico cuyo tamafo y complejidad varia en cada organismo.
El COMT puede contener un par de centriolos en su centro. Cada centriolo es una
pequeia organela cilindrica de aproximadamente 0,2 um de ancho y 0,4 um de largo.
La paredes del centriolo estan formadas por nueve grupos de tres microtubulos
fusionados (triplete). Los centriolos a menudo existen de a pares formando un angulo
recto entre si y se hallan presentes en la mayoria de células animales pero estan

ausentes en hongos y plantas. Como se mencioné anteriormente los centriolos

10



Introduccion
|

permanecen en el centro del centrosoma pero no hacen contacto directo con los
extremos de los microtubulos citosoélicos. Juegan un papel importante durante la
division celular y participan del anclaje de los microtubulos de las cilias y flagelos.

A diferencia de los microtubulos de ciertas estructuras especializadas tales
como cilias, flagelos y axones, la mayoria de los microtubulos de las células en
interfase son dinamicos, es decir intercambian subunidades de tubulina rapidamente
con la poblacién de tubulina no ensamblada [20, 21]. Los microtubulos dinamicos son
esenciales para procesos intracelulares rapidos tales como la reorganizacion del
citoesqueleto en el cambio de estado de interfase a mitosis, durante las distintas fases

de la division celular, durante la diferenciacion celular, etc.

Proteinas asociadas a microtubulo (MAPs)

Numerosos trabajos se han realizado para identificar proteinas que regulan el
dinamismo de los microtubulos. Dos clases de proteinas con distintas propiedades
interaccionan con los microtubulos: proteinas asociadas a microtubulos (MAPs, del
inglés Microtubule-associated proteins) y proteinas motoras. En contraste con las
moléculas motoras (kinesinas, dineinas, etc), las MAPs se unen al microtubulo de una
manera independiente de nucledtidos; estimulan la nucleacion y estabilizan el
polimero. A través de ciclos de ensamblaje de la tubulina y desensamble de los
microtubulos se ha observado que las MAPs copolimerizan con estos ultimos en
relaciones estequiométricas constantes [para review ver 22]. De los estudios in vitro
varias MAPs han sido clasificadas como promotoras de ensamblaje in vitro. Entre
estas podemos citar a la familia de proteinas MAP1, MAP2, y tau en neuronas y MAP4
en células no neuronales. Las MAPs neuronales afectan el dinamismo de los
microtubulos principalmente porque suprimen la frecuencia de catastrofe e
incrementan la frecuencia de rescate. Débilmente incrementan la velocidad de
polimerizacién. Su presencia reduce la velocidad de recambio de los microtubulos
[23].

Existen tres proteinas MAP1, estas son MAP1A (350 kDa), MAP1B (320 kDa) y
MAP1C 6 Dineina citosodlica (constituida por 3 subunidades de 470-540 kDa). La
MAP1C es considerada como una proteina motora y posee propiedades bioquimicas
diferentes del resto de las MAP1. Las proteinas MAP1A y MAP1B poseen patrones de

expresion complementario a lo largo del desarrollo del tejido cerebral de la rata [24].
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La MAP1B es predominantemente axonal aunque hay excepciones. Se ha propuesto
que MAP1B juega un papel vital en regular la dinamica del ensamblaje del microtubulo
durante el crecimiento neuritico [25]. La expresiéon de MAP1A es generalmente escasa
en las fibras axonales en desarrollo, moderada en los axones maduros y alta en
dendritas en desarrollo y maduras [26, 27, 28]. Con respecto a la MAP1A, debido a su
expresion tardia, a su presencia en axones y dendritas maduras y a su ausencia en
axones y dendritas inmaduras se ha sugerido que esta proteina actuaria como
estabilizante de los procesos neuriticos.

El conjunto de proteinas denominadas MAP2 comprenden las proteinas MAP2a
(280 kDa), MAP2b (200 kDa) y MAP2c (42 kDa) [29, 30, 31, 32). Son proteinas
termoestables, altamente fosforiladas [33] y que se generan del procesamiento
alternativo de un unico ARNm [34]. La localizacion subcelular de estas proteinas es
principalmente dendritica [35]. Cada molécula de MAP2 posee en el terminal carboxilo
de su secuencia de aminoacidos, tres dominios separados entre si por trece
aminoacidos, con capacidad de unién a tubulina. La proporcion relativamente alta de
esta proteina en los microtubulos y su interaccion con varias subunidades de tubulina
le confiere estabilidad y rigidez a los microtubulos [36]. Experimentos con ADNCc
antisentido contra el ARNm de la MAP2 en una linea celular con diferenciacion
semejante a un neuroblastoma (P19) han demostrado tener severas consecuencias
en la formacion de procesos neuriticos [37, 38]. Un resultado similar fue obtenido con
oligonucledtidos antisentido en cultivos primarios de neuronas de cerebelo. Estos
ensayos han sugerido que la MAP2 podria tener un rol relevante en la iniciacion de los
procesos neuriticos.

La proteina MAP4 (210 kDa) es una proteina conservada evolutivamente desde
drosdfila hasta humanos y se la ha detectado tanto en tejido neuronal como no
neuronal [ver review 39]. La MAP4 promueve el ensamblaje in vitro aunque, de un
modo distinto al de las otras MAPs neuronales. Esta proteina incrementa la frecuencia
de rescate sin disminuir la frecuencia de catastrofe [40]. Los analisis genéticos de
disrupcion del gen de la MAP4 en Drosofila no mostraron un cambio significativo en el
fenotipo, lo que sugiere que esta proteina en esta especie podria tener un
solapamiento funcional con otras MAPs [41, 42].

Otra MAP extensamente estudiada por su relacion con la enfermedad de
Alzheimer es la proteina tau. Esta proteina fue una de las primeras proteinas descripta

que se asocia con los microtubulos [43]. En humanos tau posee seis isoformas que
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derivan del procesamiento alternativo de un unico ARNm. Una de estas isoformas se
encuentra hiperfosforilada y es el componente principal de los pares de filamentos
helicoidales que se halla presente en el cerebro de pacientes con la enfermedad de
Alzheimer [44, 45]. La proteinas tau poseen un dominio carboxilo terminal con unioén a
microtubulo (motivos de 31 o 32 aminoacidos dispuestos en forma repetida) y una
proyeccion N-terminal la cual determina el espaciamiento entre los microtubulos
adyacentes [46]. La unidn de la tau a los microtubulos disminuye su inestabilidad
dindamica reduciendo las transiciones entre fases de crecimiento y acortamiento de
microtubulos [47]. En microtubulos individuales la tau ejerce la funciéon de incrementar
la velocidad de polimerizacion e inhibir la velocidad de transicion a la fase catastrofica
de acortamiento [48]. Numerosos experimentos de bloqueo de la expresion de la tau
en ceélulas neuronales y expresion de la misma en células no neuronales, sugieren
que la morfologia axonal podria ser dependiente de la expresion de esta proteina pero
aun es motivo de controversia si juega o0 no un papel crucial en el establecimiento de
la polaridad neuronal [49, 50, 51, 52].

Tubulina

En cada especie, la tubulina posee varios isotipos genéticos tanto para la
subunidad o como la subunidad B (a1, oz, as, ....; B1, B2, Bs,...). El grado de homologia
es moderado entre las subunidades o y B (35-40% de identidad) y alto dentro de los
miembros de cada subunidad. La abundancia de estos isotipos y el grado de
homologia que existe entre sus miembros hace que a cada subunidad se la considere
como una familia de proteinas.

La estructura tridimensional del dimero o/f tubulina fue recientemente
dilucidada luego de varios afos de trabajo [53]. El analisis de su estructura indicd que
posee una alta similitud con la proteina de divisién bacteriana FtsZ [54, 55]. Se ha
observado que la estructura del monémero es muy compacta pero se puede dividir en
tres dominios funcionales: un sitio N-terminal el cual posee una region de unién a
GTP, un dominio intermedio de union a la droga taxol (droga antimitética ampliamente
usada como estabilizante de microtubulos), y un dominio C-terminal el cual constituye
la superficie de union para proteinas motoras y MAPs [53].

La tubulina es una familia de proteinas que posee multiples isotipos genéticos y la

cantidad de miembros varian segun la especie viviente que se trate. Asi por ejemplo
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en hongos existen dos isotipos de a-tubulina y dos B-tubulina, cuatro de cada uno en
Drosofila y de cinco a siete en animales vertebrados [56, 57, 58, 59, 60, 61]. Si bien el
patron de expresion de las tubulinas es complejo, se pueden realizar las siguientes
generalizaciones:

a) Una (o0 mas) isoespecie se expresa mayoritariamente en varios tejidos y a lo
largo del desarrollo de la especie mientras que las otras isoformas suelen estar
restringidas a cierto tipo de células (tejidos) y/o con bajos niveles de expresion.
Excepcionalmete, una isoespecie minoritaria en la mayoria de los tejidos puede ser la
isoespecie predominante en un tipo especifico de célula tal como es el caso de una
isoespecie de B-tubulina en el tejido hematopoyético de vertebrados [62, 63].

b) En eucariotas supriores las isoespecies que estdn en mayor proporciéon
poseen una estructura conservada mientras que las que estan en menos proporcidn
son mas divergentes [64, 65, 63].

c) No hay un programa de coordinacion aparente para la expresién de un par
determinado de o/p-tubulina. Asi la diversidad genética de las isoespecies hace que la
heterogeneidad a nivel del heterodimero sea mucho mayor que la cantidad de genes
individuales.

d) La diversidad de las isoespecies, debido a la presencia de distintos genes,
se encuentra ademas incrementada por modificaciones post-traduccion tanto sobre la
a-tubulina como sobre la B-tubulina (ver mas adelante).

De una vasta cantidad de estudios llevados a cabo para investigar la
funcionalidad de las distintas isoespecies, dos tipos de observaciones sostienen la
idea de que isoformas de tubulina podrian tener funciones diferentes [66, 67, 68, 69].
Una de ellas lo constituye el patron fuertemente regulado de expresion temporo-
espacial de determinadas isoformas conjuntamente con la regulacion de los patrones
de modificaciones post-traduccion. El grado de similitud (respecto a la secuencia de
aminoacidos) entre las distintas isoespecies en un organismo determinado es menor
que el grado de similitud de isoepecies equivalentes entre diferentes organismos.
Estas observaciones sugieren que la seleccion a lo largo de la evolucion ha operado
selectivamente para mantener las caracteristicas funcionales especificas de un isotipo
particular [39].

Como se menciond anteriormente, ademas de la o y B tubulina existe la y tubulina.

Esta proteina fue descubierta rastreando proteinas que interaccionan con la -tubulina
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en el hongo Aspergillus nidulans [70, 71]. Desde entonces ha sido extensivamente
estudiada y clonado su ADNc en diferentes especies. Si bien a nivel de la secuencia
de aminoacidos presenta una moderada homologia con las a y B-tubulina (28-35 % en
identidad y aproximadamente 60 % de similitud) las y-tubulinas son altamente
conservadas y ampliamente distribuidas en los eucariotas [71]. Asi, la secuencia de
aminoacidos en humanos posee un 98 % en identidad con la secuencia de Xenopus
laevis lo cual sugiere que esta isoespecie debe cumplir una funcién basica en el

funcionamiento celular [72, 73].

Modificaciones post-traduccién de la tubulina

Varias modificaciones post-traduccién afectan a la tubulina, lo cual suma
diversidad a la causada por la heterogeneidad genética del dimero [para review ver
74]. Todas las modificaciones descriptas hasta el presente son llevadas a cabo por
enzimas, lo que sugiere la posibilidad de que las modificaciones sean rapidas y
reversibles. Todas, las modificaciones de la tubulina excepto una, se llevan cabo en la
region terminal carboxilo, la cual posee mayor variabilidad en la secuencia. A pesar de
que las modificaciones post-traduccion se han investigado ampliamente, sus roles
funcionales aun se desconocen. Sin embargo los promisorios avances en
metodologias de clonado, disrupcion y silenciamiento de los genes encargados de
estas modificaciones podrian en un futuro proximo mayor informacion sobre los
eventos celulares en que las modificaciones podrian participar. Una de estas
estrategias se llevo a cabo en este trabajo de tesis.

Las modificaciones post-traduccion de la tubulina caracterizadas hasta el
presente son: a) Acetilacion de o-tubulina, b) Fosforilacion de (o/p)-tubulina, c)
Poliglutamilacion de (o/B)-tubulina, d) Poliglicinacion de (o/p)-tubulina, e)

Detirosinacion -Tirosinacion de a-tubulina.

a) Acetilacion de la a-tubulina

La acetilacion de la tubulina fue identificada por primera vez en organismos
unicelulares flagelados cuando se observd que una de las tubulinas de Polytomella
migraba hacia posiciones mas acidas de lo que lo hacian el resto de las tubulinas en
geles bidimensionales [75]. Afios mas tarde se determiné que se trataba de una

modificacién post-traduccion de la a-tubulina. La modificacién consiste en la adicién
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de un grupo acetilo en el grupo de e-amino de un residuo de lisina ubicado en la
posicion 40 de la proteina. También se encontré esta isoespecie durante la
morfogénesis flagelar en Chlamydomonas [76]. Se demostré que dicha modificacion
se lleva a cabo por una acetiltransferasa especifica para tubulina y que actua
preferencialmente sobre la tubulina polimérica asociandose fuertemente sobre los
axonemas [77]. Se ha observado que durante la reabsorcion del flagelo de este
protozoo, la tubulina acetilada se desacetila en el citoplasma [77].

La acetilacion tiene lugar sobre los microtubulos mientras que la desacetilacidon
ocurre sobre la tubulina monomérica [78]. Luego que Piperno y colaboradores [79]
prepararon anticuerpos monoclonales especificos contra la tubulina acetilada de
Chlamydomonas encontraron que dicha isoespecie poseia una amplia distribucion
filogenética. Se encontré tubulina acetilada en la mayoria de las células eucariotas de
mamiferos, insectos, plantas, helmintos [80, 81, 82, 83]. Varios estudios
inmunocitoquimicos utilizando el anticuerpo monoclonal 6-11-B1 demostraron que la
tubulina acetilada se encuentra en microtubulos estables, de apariencia sinuosa y
generalmente resistentes a depolimerizacion inducida por drogas [84, 85, 86, 87].

Dos ensayos de mutaciones genéticas en la lisina 40 de la a-tubulina, uno en
Chlamydomonas reinhardtii y otra en Tetrahymena thermophila, fueron realizados
para investigar el rol funcional de esta isoespecie de tubulina [88,89]. En el primer
caso, se transformd una cepa de Chlamydomonas con una a-tubulina incapaz de ser
acetilada. Sin embargo en los clones donde la a-tubulina mutante alcanzé a
representar el 70 % de la a-tubulina flagelar, no se observaron diferencias en diversos
parametros morfolégicos con respecto a las cepas controles. A pesar de estos
resultados se sugiri6 que la tubulina acetilada podria tener un efecto sutil en la
estabilidad o motilidad de la estructura flagelar que no es detectado bajo las
condiciones de trabajo. Para el caso de Tetrahymena, se reemplazo la lisina de la
posicion 40 de la a-tubulina por arginina y las cepas obtenidas expresaban la totalidad
de esta isoespecie. Semejante al caso de Chlamydomonas, no se encontraron
diferencias morfolégicas con las cepas controles. Este ultimo ensayo permitié afirmar
que la acetilacion de la lisina 40 en la a-tubulina no es esencial para la vida del
organismo aunque no se descarta la posibilidad que esta reaccién sea importante
para modular estados fisiologicos no detectados por la metodologia de analisis

utilizada. El bloqueo de la expresion de la acetil-transferasa probablemente permitiria

16



Introduccion

acercarnos mas a determinar el rol funcional in vivo de esta modificacién post-
traduccion.
b) Fosforilacion de la o/f-tubulina

Al presente, se concoce que cinco tipos de quinasas fosforilan la tubulina: (a)

quinasa dependiente de cAMP, (b) quinasa estimulada por Ca?'/calmodulina, (c)
caseina quinasa | (d) caseina quinasa Il y (e) tirosina quinasa.
Para la primera enzima se sabe que se trata de una quinasa que es estimulada por
cAMP y que copurifica con tubulina a traves de ciclos de ensamblaje y desensamblaje
[90]. In vivo se ha observado que dicha quinasa fosforila ambas subunidades de la
tubulina, aunque a-tubulina incorpora aproximadamente dos veces mas fosfatos que
la subunidad B. Se ha determinado que la fosforilacién se lleva a cabo sobre un
residuo serina de la subunidad . A diferencia de los observado in vivo, se ha
determinado que in vitro la tubulina es capaz de fosforilarse en varios residuos serina
[90].

La fosforilacion enddgena de la tubulina por quinasas dependientes del sistema
calcio-calmodulina ha sido mas ampliamente estudiada [91, 92, 93]. En preparaciones
de terminales de nervios presinapticos se ha identificado una quinasa sensible a Ca®*
cuya reaccién de fosforilacion es bloqueada por el inhibidor de la calmodulina
trifluorperazine [93]. Estos estudios demostraron ademas que existe una correlacion
entre la modificacion de la tubulina y el metabolismo de neurotransmisién. El analisis
de la quinasa purificada indica que se trata de un multimero de aproximadamente 600
kDa de PM. La fosforilacién llevada a cabo por esta enzima tiene lugar principalmente
sobre la pB-tubulina en residuos treoninas (60%) y serina (40%) y alcanza
aproximadamente 0,8 mol de fosfato por mol de sustrato [94]. Otra quinasa
dependiente de Ca?*/calmodulina fue identificada en cerebro de rata, la cual fosforila
in vitro a ambas subunidades de la tubulina aunque en mayor proporcién a la B-
tubulina [95]. La sobreexpresion de esta kinasa mediante ensayos de transfeccion en
lineas celulares de neuroblastoma Neuro2a, NG108-15 y células H-7 promueve el
crecimiento neuritico e incrementa la motilidad de los conos de crecimiento [96, 97,
98], sin embargo los autores de los trabajos mencionados no dieron evidencias
directas de que el efecto fuese debido a la fosforilacion de la tubulina o via
fosforilacion de alguna proteina asociada a microtubulo [99]. Se ha demostrado que la

induccion del crecimiento neuritico en la linea celular N115 (neuroblastoma) va
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acompafada de la fosforilacion de un isotipo de tubulina denominda B-tubulina 111 [100,
101]. Se sabe que esta fosforilacion es llevada a cabo por caseina quinasa Il en el
residuo serina 444. Los analisis in vitro de esta proteina han demostrado que este
isotipo de tubulina interacciona mas débilmente con la MAPs de lo que lo hacen el
resto de los isotipos (I,11,IV) y su fosforilacién regula su incorporacion al microtubulo
[101].

¢) Poliglutamilacion de la o/f-tubulina

La glutamilacién de la tubulina constituye el agregado de residuos glutamicos
(1-20) sobre residuos glutamicos ubicados en la region C-terminal de las subunidades
a-tubulina y B-tubulina [102,103]. Se piensa que diferentes enzimas glutamilan tanto la
o como la B-tubulina y que tanto la forma soluble como polimérica de la tubulina son
sustratos de la reaccion aunque la glutamilacion se lleva a cabo preferencialmente en
microtubulos [104]. Se ha demostrado que el grado de glutamilacién no tiene efecto
sobre la tirosinacion-detirosinacion de la tubulina, aunque la influencia de esta ultima
modificacion sobre la primera aun no ha sido analizada [105]. La glutamilacion de la
tubulina es una modificacion reversible que se halla ampliamente distribuida a lo largo
de la evolucion: desde Giardia lamblia hasta mamiferos superiores [102, 104, 106,
107, 108]. La tubulina de cerebro de animales vertebrados ha mostrado ser la que
mayor glutamilacién posee, en comparacion con tubulina de pulmoén, bazo y testiculos
[109]. Se ha demostrado la presencia de tubulina poliglutamilada en microtubulos
estables distribuidos en estructuras subcelulares especializadas tales como los
microtubulos de procesos neuronales, cilias, flagelos y centriolo [110, 111]. Si bien la
tubulina poliglutamilada posee un patrén de distribucion muy semejante a la tubulina
acetilada, en células de Sertolli algunos microtubulos se hallan glutamilados pero no
acetilados lo que sugiere una diferencia funcional entre ambos tipos microtubulos
[109]. La glutamilacién de los microtubulos de las células no-neuronales esta
restringida principalmente a los microtubulos de los centriolos [112]. Estudios de
microinyeccion de un anticuerpo contra este isotipo de tubulina mostraron que esta

modificacion es critica para la estabilidad de los microtubulos del centriolo [113].
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d) Poliglicinacién de la o/p-tubulina

La poliglicinacion de la tubulina consiste de la adicion post-traduccion de 3-34
residuos de glicina sobre el carboxilos y del acido glutamico del C-terminal de la a- y
B-tubulina [114, 115]. EI empleo de anticuerpos especificos contra esta modificacion,
mostré que la misma esta ampliamente distribuida filogenéticamente [116]. La tubulina
poliglicinada es detectada en arreglos de microtubulos muy estables tal como los del
axonema de cilias y flagelos [114, 117, 118]. En el citotoplasma de Paramecium la
tubulina posee de uno a dos residuos de glicina tanto en la a como en la B-tubulina
mientras que en los microtubulos del axonema la a-tubulina posee entre 1 y 5
residuos y la B entre 2 y 9. Esto sugiere la existencia de mecanismos regulatorios de
la funcion de la tubulina debido a esta modificacion [119]. Si bien la enzima que glicila
aun no ha sido aislada, esta actuaria preferentemente como sustrato al microtubulo.
Diferentes ensayos indicarian que la enzima deglicilante residiria en el citoplasma

[119]. No se conoce el papel funcional de esta modificacion.

e) Detirosinacion-Tirosinacion de la a-tubulina

Una de las modificaciones mas ampliamente estudiada es la reaccion de
tirosinacién-detirosinacion de la tubulina [120, 121, 122]. La reaccion fue inicialmente
descripta en extractos crudos de cerebro de rata y posteriormente se la detectd en
otros organismos y tejidos [123, 124]. La modificacién post-traduccion comienza con la
eliminacion de un residuo de tirosina ubicado en el extremo C-terminal de la
subunidad o. Esta reaccion es catalizada por la accidon de la enzima tubulina
carboxipeptidasa (TCPasa) [125]. Debido a esta reaccion, la a-tubulina expone ahora
acido glutamico como aminoacido C-terminal de la cadena. Otra enzima, denominada
tubulina tirosina ligasa, tiene la capacidad de adicionar un residuo tirosina sobre el
acido glutamico de dicha subunidad (Ver Fig. 2) [120]. En conjunto estas reacciones
hacen que se genere una reaccion ciclica tirosinacion-detirosinacién sobre la tubulina,

cuyo significado funcional hasta el presente se desconoce.
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In vitro, se ha observado que la reaccion que cataliza la TTL requiere

Tubulina tirosina ligasa
ATP, Mg, K*

ADP, Pi Mg*?, K*

Glu-Glu-

Tubulina Tubulina carboxipeptidasa Tubulina
detirosinada tirosinada

Fig. 2. Representacion esquematica de la reaccidén de tirosinacién-detirosinaciéon

post-traduccién sobre la a-tubulina.

ATP, Mg*? y K* como cofactores. Varios estudios han demostrado que el estado de
agregacion de la tubulina es un factor fundamental para que ambas reacciones se
lleven a cabo. Se ha observado que la poblacion de tubulina no ensamblada es el
principal sustrato de la TTL [126, 127, 128,129, 130, 131], mientras que la forma
polimérica de la tubulina es el sustrato de preferencia de la TCPasa [131, 132, 133,
134] (Ver Fig. 3). Cabe mencionar que la presencia o ausencia de tirosina en el
terminal carboxilo de la subunidad a-tubulina no es indicativo de que la tubulina ha
sido modificada post-traduccionalmente ya que se ha observado que la mayoria de los
isotipos genéticos codifican para la tirosina C-terminal. Sin embargo algunas
isoespecies codifican para acido glutamico en su C-terminal [135]. EI aminoacido
terminal carboxilo de la a-tubulina puede ser tirosina, acido glutamico é bien el
aminoacido que le precede al glutamico debido a una posterior modificacion post-
traduccion que se detalla a continuacion. El estado de tirosinacion de la tubulina, es
decir la proporcion de moléculas de tubulina que estan tirosinadas, fue por mucho
tiempo determinado bioquimicamente por métodos enzimaticos [122, 136]. Utilizando
esta metodologia se encontr6 que en cerebro de rata la tubulina tirosinada y
detirosinada no da cuenta del total de tubulina. Esta diferencia es mayor cuanto mayor
es la edad del animal. [137, 138]. Estos resultados llevaron a concluir que debia
encontrarse en estos tejidos otra isoespecie de tubulina incapaz de ser tirosinada.
Afos mas tarde Paturle y colaboradores lograron purificar dicha isoespecie y

determinar que se trataba de a-tubulina que carecia de tirosina y acido glutamico en el
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tubulina
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B-tubulina

terminal carboxilo [139, 140]. A esta isoespecie se la denomind tubulina-A2 por
carecer de los dos aminoacidos terminales. Barra y colaboradores determinaron que
esta isoespecie representa aproximadamente el 50 % de la tubulina de cerebro de
ratas maduras [137] y que esta ausente en tejido muscular [141].El estudio de la
reaccion de tirosinacidén-detirosinacién de la tubulina fue en gran medida favorecida
por el desarrollo de anticuerpos que reconocen especificamente las isoespecies
tirosinada y detirosinada de la tubulina [142, 143, 144, 145]. El empleo de estos
anticuerpos contribuyeron considerablemente a esclarecer aspectos relacionados a la
distribucion subcelular de las isoespecies de tubulina [144]. Con ellos se ha
demostrado que en una célula eucariota pueden coexistir microtubulos tirosinados,
detirosinados y parcialmente detirosinados. Sin embargo, los innumerables ensayos
inmunocitoquimicos han revelado de manera general que la tubulina tirosinada es la
isoforma predominante en la mayoria de los microtubulos de las células en interfase y
en proliferacién. La distribucion de la isoespecie detirosinada esta restringida a
microtubulos de determinadas estructuras subcelulares especializadas tales como
cilia, flagelos, axones, dendritas y centrosomas [144, 131]. Kreis y colaboradores,

mediante ensayos de microinyeccion de tubulina marcada encontraron que los
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microtubulos tirosinados son estructuras muy dinamicas mientras que los
detirosinados son mas estables, es decir de recambio lento [145]. Estudios posteriores
confirmaron esta observacion y mostraron ademas que la estabilidad de los
microtubulos no es una causa de detirosinacion sino mas bien una consecuencia [146.
147]. Numerosos trabajos se han llevado a cabo a fin de determinar si las especies
tirosinadas y detirosinadas tienen propiedades diferenciales, ya sea a nivel bioquimico
0 celular. Las determinaciones in vitro como in vivo de parametros cinéticos de
polimerizacién de las tubulina no mostraron diferencias significativas entre una y otra
isoespecie. Tampoco se encontré una asociacion preferencial de las MAPs a
microtubulos formados con una u otra isoespecie. Sin embargo trabajos recientes
realizados en células en cultivo mostraron que los microtubulos detirosinados
interaccionan con la red de filamentos intermedios de vinmentina [148, 149] y que
dicha interaccion es dependiente de kinesina, proteina motora responsable de
transporte anteréogrado de vesiculas [150]. Otro posible rol funcional asignado a los
microtubulos detirosinados proviene de correlaciones temporo-espaciales de
formacion de microtubulos detirosinados con el reensamble del aparato de Golgi luego
de la disrupcion de la red de microtubulos con drogas [151]. Estos resultados sugieren
que podria existir una interaccion selectiva entre el aparato de Golgi y los microtubulos
detirosinados.

Si bien se han realizado varios intentos, la tubulina carboxipeptidasa aun no ha
sido purificada a homogeneidad. Por tal motivo, hasta el presente no se ha podido
generar un anticuerpo contra la enzima ni conocer tampoco la secuencia del gen(es)
que la codifican. Sin embargo se ha determinado la actividad de la TCPasa en
distintos sistemas: lineas celulares, células primarias, oocitos, eritrocitos tejidos
muscular y nerviosos [152, 153, 154, 155, 156, 157]. La enzima ha manifestado tener
asociacién con los microtubulos tanto in vitro [132] como en in vivo [152]. Estudios
llevados a cabo con la TCPasa de cerebro de rata indicaron que dicha asociacion esta
modulada por mecanismos dependientes de fosforilacion [152]. La actividad de la
TCPasa al igual que de la TTL son reguladas durante desarrollo en musculo
esquelético de rata y en retina y cerebro de pollo. Ambas actividades enzimaticas se
hallan presentes en altos niveles en estadios tempranos del desarrollo de estos tejidos
y alcanzan niveles basales en estadios adultos [155, 156]. La maxima actividad se

observa en los periodos de diferenciacién celular.
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Tubulina tirosina ligasa: propiedades

Con respecto a la TTL se han obtenido importantes resultados desde la
deteccidon de su actividad en preparaciones solubles de cerebro de rata [120,
158,122]. Debido a que esta enzima se logrd purificar a homogeneidad [159], en 1993
Ersfeld y colaboradores, secuenciaron la proteina bovina y mediante oligonucledtidos
lograron clonar el ADNc de la TTL de cerebro embrionario porcino [160]. El clonado
de la misma dejo abierta la posibilidad de poder manipular su expresion con el
propodsito de indagar su rol fisioldgico celular. Se ha determinado la actividad de esta
enzima en una amplia variedad de especies, desde protozoos hasta eucariotas
superiores lo que sugiere que la enzima posee una funcion conservada e importante a
lo largo de la evolucion [161]. Numerosos trabajos han demostrado que la enzima no
solo es capaz de adicionar tirosina (Km=0,02 mM) al extremo terminal de la a-tubulina
sind también, aunque con menor afinidad, fenilalanina (Km=1,2 mM) y 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) (Km=0,16-1,2) [162]. Un reciente trabajo ha mostrado
que el derivado de tirosina, 3-nitro-tirosina, también puede ser también incorporado
sobre la a-tubulina en células en cultivo e inducir alteraciones severas en la integridad
del citoesqueleto [163]. Aunque este derivado de la tirosina, originado por la via de
produccion del radical *NO, se halla presente en concentraciones 1-120 uM en
distintas 6rganos afectados por patologias humanas [164], aun no se han mostrado
evidencias directas en relacion a la presencia tubulina nitro-tirosinada en dichos
tejidos.

En cuanto a la caracterizacidon molecular de la TTL, se ha determinado, que se
trata de una proteina monomérica con un peso molecular aproximado de 40 kDa y que
forma un complejo equimolecular con la tubulina [165, 166]. Dicho peso molecular fue
confirmado experimentalmente por la traduccidén de la secuencia de nucleétidos del
ADNc de la TTL la cual mostré que se trata de una proteina con 379 aminoacidos
cuyo peso molecular tedrico es 43,3 kDa [160]. Ensayos de protedlisis controlada y
mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra distintas regiones de la proteina se ha
demostrado que en la porcion N-terminal (30 kDa) de dicha enzima se encuentran los
sitios de union a ATP y a la subunidad B-tubulina, mientras que el dominio C-terminal
(14 kDa) contiene el sitio catalitico [167]. Teniendo en cuenta que la actividad de la

TTL se lleva a cabo sobre tubulina no ensamblada, se especula que el sitio de la p-
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tubulina que interacciona con la TTL no se encuentra accesible en los microtubulos
[167].

TTL y ciclo celular

Se ha observado que la actividad de la TTL esta regulada no solo a lo largo del
desarrollo de tejidos tales como higado, musculo, cerebro y retina, sino también a lo
largo de las distintas fases del ciclo celular [168]. Asi, en el cultivo sincronizado de la
linea celular CHO se ha observado que la TTL muestra un maximo de actividad
durante la fase de sintesis del ADN, tres veces superior a la observada en G1, y
alcanza un minimo durante la fase G2 y mitosis [168]. En este y otros trabajos se ha
especulado con la posibilidad de que la TTL participe de alguna forma en el ciclo de
division celular o en la regulacion de mecanismos de proliferacion [169]. Al respecto, y
durante el desarrollo de este trabajo de tesis, se ha publicado un trabajo en el cual se
postula a la TTL como una proteina supresora de tumores [170] En el, los autores
muestran que la expresion de la TTL es fuertemente inhibida en células tumorales.
Este comportamiento es semejante al que manifiestan las proteinas supresoras de
tumores las cuales, controlan la actividad de los genes encargados de estimular la
proliferacion celular (proto-oncogenes) [171, 172]. La posibilidad de que la TTL
participe en el proceso de division celular fue estudiada en el presente trabajo de tesis
mediante la expresion en células en cultivo de un ARN antisentido, del gen de la TTL.
Nuestros resultados no estan en desacuerdo con lo observado por los autores de
dicho trabajo aunque numerosos ensayos restan por realizarse para corroborar si
existe una relacion directa entre la actividad de la TTL y la formacion de tumores.
Seria de gran importancia para determinar la funcion de la TTL en la supresion de
tumores, la obtencién de un animal “knock outOpara el gen de la TTL como asi

también realizar una expresion forzada de la misma en un sitema tumoral.
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OBJETIVOS

El presente estudio tuvo como objetivo general estudiar algunos aspectos
moleculares y funcionales de la TTL de rata. Los objetivos especificos de este trabajo
fueron:

a) Llevar a cabo el clonado de la TTL de rata

b) Estudiar la regulacién de su expresion a lo largo del desarrollo del musculo

esquelético de rata

c) Realizar estudios tendientes a conocer el rol funcional de esta enzima
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EXPRESION DE LA TUBULINA TIROSINA LIGASA EN MUSCULO
ESQUELTICO DE RATA
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Resultados previos de este laboratorio mostraron que la actividad de la TTL del
musculo esquelético de rata disminuye notablemente con el desarrollo del animal. Con
el propdsito de estudiar esta disminucion de la actividad y de investigar a que nivel se
encuentra dicha disminucién, nos propusimos desarrollar un anticuerpo anti-TTL vy
sondas de ARN que nos permitieran determinar los niveles de proteina y ARNm en
este tejido, respectivamente. Los resultados siguientes muestran los patrones de
biosintesis de la TTL asi como de hibridizaciones in situ para su ARNm en funcién del
desarrollo del musculo esquelético de rata. También se muestran los pasos realizados

para la produccién y caracterizacion del anticuerpo anti-TTL.

Subclonado de los fragmentos Lig 1 y Lig 2 del ADNc de la TTL de

rata

Con el propésito de generar un anticuerpo contra la TTL de rata se decidio
sobreexpresar en E. Coli, el polipéptido que codifican la fusion de los fragmentos de
ADNc Lig 1 y Lig 2. La expresion de estos ADNc en bacterias, permite una gran
produccion proteica de dicho polipéptido. Este polipéptido fue finalmente inyectado en
conejos para generar respuesta inmunitaria contra una porcion de la proteina TTL. Los
ADNCc Lig1 y Lig2 fueron amplificados, por el Dr. Carlos Arregui, a partir de ADNc de
cerebro de rata mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la PCR
se utilizé oligonucledtidos homologos a la secuencia de ADNc porcina [160] y se
subclond cada una de las secuencias Lig1 y Lig2 en el plasmido pBluescrip KS, (ver
esquema |). Para llevar a cabo entonces, la sobreexpresién en bacterias, estos
fragmentos fueron ligados apropiadamente entre si para obtener mayor cantidad de
aminoacidos correspondientes a la secuencia de la TTL y formar asi el fragmento
Lig1-Lig2. Finalmente el fragmento Lig1-Lig2 fue subclonado dentro de en un vector

de expresién procariota.
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Esquema |

TTL de rata, region codificante

(Bam Hi N

m Amplificados por PCR
EcoR |

Xho | y subclonados en el
ﬁ s plasmido Bluescript KS
(Stratagene)

Eco R I)

Bam HI

Eco RI

Lig1 Lig 2
PBS KS
3404 pb 446 pb 431 pb
Eco RI
Eco RI

El fragmento Lig1-Lig2 de 556 nucledtidos fue obtenido realizando primero la

digestion del vector pBS KS con el fragmento Lig2 con las enzimas Xho | y Eco R |
(ver esquema ll):

Esquema ll
Eco RI
Lig 2
pBS KS 431 pb
3389 pb o | — m
Xho l'y
Xho | EcoR | EcoRI Xho |

El producto de esta digestion liber6 el fragmento de 165 pb el cual se ligoé al
plasmido que posee subclonado el fragmento Lig1. Este ultimo plasmido fue

previamente digerido con las mismas enzimas: Eco R | y Xho | (Esquema llI).
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Esquema lll
Bam HI
Lig1
Lo, T
Eco RI Eco RI Xhol

Xho |

T4 ADN Ligasa

pBSKS
3514 pb Lig 1-Lig 2
> 556 pb

El producto de ligado (Lig1-Lig2), el cual codifica para los primeros 185
aminoacidos de la TTL, fue escindido del vector pBS KS mediante la digestion con la
enzima Bam HI y Xho | y subclonado dentro del marco de lectura correcto en el vector
de expresion procariota pGEX 4T-1(Pharmacia). La correcta insercion fue verificada
mediante secuenciamiento de la region de clonado. El vector pGEX 4T-1 posee
subclonado, "upstream" del sitio de clonado, el gen de la enzima Glutatién S-
transferasa (GST). Esta enzima se expresa fusionada a los insertos subclonados en
este vector, con el propésito de facilitar la purificacion del polipeptido de interés, en
nuestro caso el fragmento proteico parcial (Lig1-Lig2) de la TTL (esquema V). El
vector posee ademas un promotor inducible (promotor del operon Lac) el cual dirige la
sintesis del polipéptido recombinante GST-Lig1-Lig2. Este promotor responde al

agregado del inductor artifical IPTG (Isopropil tiogalactosido).
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Esquema IV

/\7 Promotor Lac.

Glutation S-
transferasa

Lig1+Lig2

Sobreexpresion del polipéptido recombinante TTL-glutation S-

transferasa en la cepa de E. Coli DH5a

El fragmento parcial de ADNc de la TTL (Lig1-Lig2), subclonado en el vector
pGEX 4T-1, fue introducido en la cepa de E. Coli DH5a e inducida su expresion
mediante el agregado de IPTG al medio de cultivo. Luego de transcurrido el tiempo de
induccién, las bacterias fueron cosechadas. La presencia de la proteina de fusion en
un extracto proteico en estas bacterias, fue determinada mediante electroforesis en
SDS-PAGE. Analisis preliminares indicaron que la proteina de fusion no se
encontraba en la fraccion soluble del extracto lo que indicé que la proteina de fusion
se comporta en E. Coli en los cuerpos de inclusiéon. Los cuerpos de inclusion son
agregados de ARN y material proteico que contienen la mayor cantidad de la proteina
expresada [173].

La figura 5 muestra el producto de la expresion analizado mediante SDS-
PAGE. El carril 1 muestra el perfil proteico del extracto bacteriano total cuando la cepa
es inducida durante 5 horas con IPTG. La proteina de fusion, sefalada con una flecha
negra (TTL-Glutation S-transferasa) , migré de acuerdo al peso molecular esperado
(47 kDa). Al tratar el extracto proteico inducido con TX-100 al 0.5%, el polipéptido
recombinante no se solubilizé y permanecio en la fraccion particulada (Fig. 1, carril 3,
estrella roja). La fraccidn soluble de la preparacion anterior fue sembrada en el carril 2.
La misma cepa bacteriana, transformada con el plasmido sin el fragmento de la TTL,

expresa la enzima Glutation S-Transferasa (27 kDa) de manera soluble (carril 6,
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asterisco verde), ya que en la fraccidon particulada no se observa (carril 7). El carril 5

contiene el extracto proteico total de esta cepa.

Fig. 1. Analisis de la sobreexpresion en DH5a de 556 pb del ADNc de la ligasa

fusionados a la enzima Glutatién transferasa (GST) en el plasmido pGEX 4T-1. Carril
1,2 y 3: extractos proteicos de la cepa transformada con el plasmido con la GTS-Lig1-
Lig2. Carril 1: extracto total; carril 2: fraccion soluble del extracto tratado con Tx-100
0,5% (v/v); carril 3: fraccion particulada del extracto tratado con Tx-100 0,5% (v/v).
Carril 4: Marcadores de peso molecular. Carril 5, 6 y 7: extractos proteicos de la cepa
transformada con el plasmido sin ligasa. Carril 5: extracto total; carril 6: fraccion
soluble del extracto tratado con Tx-100 0,5% (v/v); carril 7: fraccién particulada del

extracto tratado con Tx-100 0,5% (v/v).

Experimentos realizados con concentraciones mas elevadas de TX-100 no
lograron solubilizar la proteina de fusion. Este es un comportamiento caracteristico de
los cuerpos de inclusion. Dado que nuestro proposito era obtener una cantidad
importante del polipéptido parcial de la TTL, libre de proteinas de la bacteria y de ser
posible, libre de la secuencia de la Glutation S-transferasa, se intentd solubilizar estos
agregados con agentes disgregantes tales como: fuerza idnica, tratamientos con
DNAsa I, RNAsa H | y concentraciones muy bajas del detergente SDS. Estos ensayos
fueron disefiados con el propdsito de no perturbar el sitio de reconocimiento de la GST
a su sustrato, el glutation reducido, el cual seria utilizado para purificar la proteina
mediante cromatografia de afinidad. Los intentos practicados no lograron conciliar la
solubilidad de la proteina recombinante con la alteracién del sitio de reconocimiento
de la GST a su sustrato. Por esto, se decidié como paso alternativo aislar del gel de

poliacrilamida, la banda correspondiente al polipéptido TTL-GST y electroeluir la
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proteina recombinante del gel mediante un equipo de Bio-rad disefiado para tal fin. La
concentracion del material electroeluido fue estimado mediante electroforesis analitica
en geles de poliacrilamida donde se compar¢ la intensidad de la banda de la proteina

de fusion con marcadores de peso moleculares de masa conocida.

Caracterizacién del anticuerpo policlonal anti-TTL

El suero de los conejos inmunizados fue colectado a los 40, 47 y 54 dias
posteriores a la primera inmunizacién. La presencia del anticuerpo anti-TTL se
determiné mediante “inmunoblotQ utilizando como fuente de TTL un extracto citosélico
de cerebro de rata y una preparacion de la enzima parcialmente purificada (ver
Materiales y Métodos). En la figura 2, carril 1, se muestra la inmunotincién que revela
el suero frente a un extracto citosdlico de cerebro de rata. Se puede observar una
banda de peso molecular de 43 kDa, que coincide con el peso molecular descripto
para la TTL porcina [160]. Cuando se empled un preparado enriquecido en TTL, la
inmunoreactividad de la banda sefialada aumento significativamente (carril 2). Dicha
banda no se detectd en ensayos realizados con el suero pre-inmune (carril 3). Estos
resultados indican que el suero anti-TTL generado a partir de la TTL recombinante, es
capaz de reconocer a la TTL sintetizada in vivo. Cabe aclarar que los sueros
colectados a los diferentes dias dieron todos una inmunoreactividad semejante frente

a la proteina TTL.

Anti-LIG Pre

Fig. 2: Caracterizacién por “inmunoblotOdel anticuerpo anti-

ligasa. Proteinas (10 pg) de extractos citosélicos de cerebro de
L rata fueron separados mediante SDS-PAGE y transferidas a
68 kDa nitrocelulosa. Los filtros fueron incubados con un suero inmune
contra la proteina recombinante (TTL-GST). Los
inmunocomplejos fueron detectados con un anticuerpo de
—29 kDa cabra anti-lIGg de conejo conjugado a fosfatasa alcalina,

seguido de la incubacién con los sustratos NBT/BCIP. Carril 1,

proteinas citosolicas de cerebro de rata; carril 2, ligasa

1 2 3 parcialmente purificada; carril 3, proteinas citosolicas
incubadas con el suero preinmune. La flecha indica la posicion
de la TTL.
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Determinacién de los niveles de TTL en musculo esquelético de rata

mediante "Inmunoblot”

En estudios previos de nuestro laboratorio se encontré que los niveles de la
actividad de la TTL en musculo esquelético de rata disminuyen durante el desarrollo
del animal [155]. Utilizando el anticuerpo anti-TTL realizamos estudios a fin de
determinar si esta disminucién de la actividad se debia a una disminucion de los
niveles de proteina TTL o a una inactivaciéon de la enzima. Para tal fin se obtuvieron
extractos citosélicos de musculo de la pata trasera de ratas de distintas edades. Estas
preparaciones se sometieron a electroforesis y se determiné la TTL mediante
inmunodeteccidon utilizando el suero anti-TTL. Los niveles de proteina TTL en
diferentes estadios del desarrollo del animal fueron determinados mediante
"inmunoblot", revelados con proteina A-['?l] seguido de autoradiografia y analisis
densitométricos. En las fracciones citosélicas de musculo de animales de 1 dia post-

natal, se observo la mayor cantidad de TTL detectada por el anticuerpo (Fig. 3A). En

A B
Fig. 3: Determinacion de los niveles
1d 20d 19 de proteina ligasa en extractos
i citosdlicos musculares usando el
_:23 ' anticuerpo anti-ligasa. Panel A:
© |
© 0.8 | "inmunoblot" visualizado por el
- _:L:: 0.6 sistema de deteccion de la fosfatasa
Qo
o alcalina. Carril 1, proteinas de rata
5 04 P
o de un dia; Carril 2, proteinas de rata
2]
§ D'E'_ de 20 dias. La flecha indica la
ﬂ.l}l- T T P osicion de la ligasa. Panel B:
o f0 20 d0 40 PO 9 ,
1 2 Dias del desarrollo post-natal cantidades relativas de proteina

ligasa a diferentes edades post-

natal. La ordenada representa

valores densitométricos +SD de tres

experimentos diferentes que fueron

revelados con proteina A —[125I]

seguido de autoradiografia.

contraste, la cantidad de TTL disminuye gradualmente con el desarrollo del animal,

alcanzando a los 20 dias post-natal una cantidad aproximadamente 10 veces menor a
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aquella observada al dia 1. Entre los 20 y 40 dias la cantidad de TTL se mantiene
practicamente constante (Fig. 3B).

Estos resultados muestran una muy buena correlacion con los perfiles de
actividad de la TTL medidos en preparaciones citosodlicas de musculo esquelético de
rata [155], indicando que los niveles de la proteina serian responsables de dicha

actividad.

Analisis mediante hibridizacion "in situ” del ARNm de la TTL en
musculo esquelético de rata

Para determinar si la disminucién de los niveles de la proteina TTL en musculo
esquelético de rata va acompafada en un cambio en la expresion de su ARNm de la
TTL se analiz6 mediante hibridizacion in situ el nivel del ARNm correspondiente en
musculo esquelético de rata. Con este objetivo se sintetizaron ribosondas anti-TTL de
aproximadamente 400 bases marcadas con UTP-digoxigenina (ribonucleétido de UTP
modificado unido al esteroide de digoxigenina, Bhoeringer-Manheim) que se usaron
para detectar la expresiéon y localizacion del ARNm de la TTL en criosecciones de
musculo de animales de distintas edades.

El analisis a baja magnificacion de miembros traseros de embriones de rata de
19 dias de gestacion (Fig. 4, panel A) mostré una intensa sefial de hibridizaciéon en los
diferentes paquetes musculares (Fig. 4 panel A,=) y una débil marca en el tejido
conectivo (Fig. 4, panel A, ). En las fibras musculares de ratas de un dia, la sefial de
hibridizacion fue intensa (Fig. 4, panel C), semejante a la marca obtenida en las fibras
de los embriones. En fibras musculares de rata de 30 dias, la intensidad de
hibridizacion fue notablemente inferior (Fig. 4, panel D) . Notese la distribucion
uniforme del ARNm y la fuerte intensidad de hibridizacion en la fibras de ratas de un
dia post-natal comparada con la marca periférica observada en las fibras de ratas de
30 dias.

Los experimentos controles realizados con la sonda sentido en embriones de
rata de 19 dias, practicamente no mostraron hibridizacion (Fig. 4, panel B). Con
propositos comparativos se realizaron hibridizaciones in situ con ribosondas contra el
ARNm de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa para los dos estadios
posnatales mencionados mas arriba (Fig 4, panel E). Se observé que la intensidad de

la sefal de hibridizacion para el mensajero de la gliceraldehido 3-fosfato
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deshidrogenasa fue elevada a lo largo de la fibra en ratas de 30 dias. Estas

observaciones indicarian que el ARNm de la TTL disminuye especificamente.

36

Fig. 4: Expresion del ARNm de la ligasa en
musculo de rata. Hibridizacion in situ en
criosecciones de extremidades traseras de
ratas de distintas edades.

Embrién de 19 dias (A, con sonda
antisentido y B, con sonda sentido).
rata de 1 dia post-natal (C).
rata de 30 dias post-natal (D).
Hibridizacion con una sonda para el ARNm
de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa en la fibras musculares de
rata de 30 dias (E).

La longitud de la barra equivale a 2 mm en A
yBy 35umenC,DyE.
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Hibridizacion In Situ para el ARNm de la TTL en cultivos primarios de

musculo esquelético de rata

Con el fin de examinar si los cambios en la expresion de la TTL ocurren en las
células precursoras de las fibras musculares (mioblastos) independientemente de la
influencia sistémica o de factores ambientales, se realizaron cultivos primarios de
mioblastos a partir de tejido de rata neonatal. En cultivos de mioblastos de dos y tres
dias se observé abundantes mioblastos con una fuerte hibridizacion (Fig. 5A). Puede
observarse una fuerte tincion en mioblastos ( # ) y una débil marca de hibridizacion
sobre los fibroblastos (== ). Luego de tres dias en cultivo, la fusién de los mioblastos

se hizo claramente evidente y al séptimo dia se observan largos miotubos

multinucleados los cuales mantuvieron altos niveles de hibridizacion para el mensajero
de la enzima (Fig. 5B y 5C).

Fig. 5: Expresion del ARNm de la TTL
determinada mediante hibridizacion in situ
en mioblastos y miotubos a diferentes
tiempos de cultivo. Se utilizaron como
fuente de mioblastos, musculos de las
extremidades ftraseras de rata recién
nacidas.

A) Células cultivadas dos dias in vitro.

B) Mioblastos y miotubos (7 dias in vitro).
C) Mioblastos y miotubos (7 dias in vitro) a
mayor magnificacion que B).

D) y E) Cultivo de miotubos (18 dias in
vitro).

E) hibridizacién con la sonda sentido.

La barraen Ay C representa 60 um, en B,

DyE 650 um.

Luego de 18 dias de diferenciacién in vitro, Se observé al microscopio éptico
que los miotubos poseian patrones morfolégicos estriados y frecuentes contracciones

intermitentes, lo que indica un grado de maduracion avanzado de los mismos. Estos
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miotubos de gran longitud mostraron aun una significativa sefal de hibridizacion para
el ARNm de la TTL. El analisis de expresion de la TTL en miotubos en el estado de
diferenciacion de 18 dias in vitro, no difiere de situaciones analizadas anteriormente.
Vale decir, que los altos niveles de ARNm de la TTL encontrados tanto en mioblastos
no fusionados como en miotubos con un avanzado grado de maduracion, sugieren

que no habria una relacion entre los eventos de fusién y expresion de la TTL.

Analisis del grado de tirosinacién de la tubulina en cultivos
primarios y criocortes de musculo esquelético de rata mediante

inmunohistoquimica

La disminucién de la proteina TTL durante el desarrollo del musculo esquelético
podria afectar el estado de tirosinacién de la tubulina en la maduraciéon de las fibras.
Para examinar esta posibilidad se analizé mediante inmunofluorescencia el patron de
marcacion de la tubulina tirosinada y detirosinada en secciones de musculo de rata de
1 y 30 dias de edad. Se utilizaron los anticuerpos TUB-1A2 (anti-Tir) y anti-Glu los
cuales reconocen especificamente tubulina tirosinada [145] y tubulina detirosinada
[144], respectivamente. La inmunoreactividad del anticuerpo anti-Tir fue casi nula en
fibras musculares de ratas de 1 y 30 dias post-natal. La escasa marca observable
estuvo restringida principalmente a células de morfologia alargada subyacentes entre
las fibras musculares (flecha delgada en Fig. 6 panel Ay D) y en la conglomeracién de
células mesenquimales (flecha gruesa en A), no asi las fibras musculares (asterisco
en A). En musculo de animales maduros, este anticuerpo reconoce el tejido conectivo
que rodea a la fibra muscular. El patron de tincion con el anti-Glu fue complementario
al del anticuerpo anti-Tir. La inmunofluorescencia anti-Glu fue intensa en la fibra
muscular (cabeza de flecha en B).

Con el fin de observar si in vitro la tubulina tirosinada se expresa en mioblastos
fusionados y no fusionados, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica con los
anticuerpos anti-Tir y anti-Glu en mioblastos de 4 dias de cultivos in vitro, estadio
donde se hallan presentes ambas estructuras morfolégicas (mioblastos y miotubos).
Las figuras 6G y 6H muestran la inmunofluorescencia anti-tubulina tirosinada y
detirosinada respectivamente, con la correspondiente imagen de contraste de fase
(Fig. 6l). Se pueden observar que los mioblastos y miotubos de formacion temprana

poseen una débil pero evidente marca con el anticuerpo anti-Tir (flecha y cabeza de
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flecha en G, respectivamente). La tincion con anti-Glu fue muy débil en mioblastos

aunque intensa sobre los miotubos (flecha negra en H).

Fig. 6: Distribucion de tubulina tirosinada y
detirosinada en fibras musculares, in situ e
in vitro.

Criosecciones de fibras musculares

Ratas de 1 dia (A-C) y 30 dias (D-F).
Mioblastos en cultivo con 4 dias in vitro
(G-).

(A), (D) y (G) tubulina tirosinada
inmunotefida con anticuerpo monoclonal
anti-tir TUB-1A2; (B), (E) y (H) tubulina
detirosinada inmunotefiida con anticuerpo
policlonal de conejo anti-Glu.

(C), (F) e (I) Imagenes de contraste de fase
a de las correspondientes
inmunofluorescencias.

Para detalles experimentales ver Materiales

y Métodos.

Los resultados mostrados en este capitulo fueron motivo de la siguiente publicacion:

“Tubulin Tyrosine Ligase: Protein and mRNA Expression in Developing Rat

Skeletal MuscleO Carlos O. Arregui, Carlos R. Mas, Carlos E. Argarafia, Héctor S.
Barra(1997). Development Growth and Differentiation 39 (2), 167-178.
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CLONADO DEL ADNc DE LA TTL DE RATA Y ANALISIS DE LA
SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
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Introduccién

Uno de los objetivos planteados para esta tesis fue el de obtener el ADNc de la
TTL de rata a partir de una libreria de expresién. Del conocimiento de la secuencia de
nucleotidos de la TTL se puede inferir su secuencia de aminoacidos y con ello
contribuir al conocimiento en lo que se refiere tanto a la estructura molecular del gen
como asi también a la relacion que guarda con las secuencias de TT-ligasas
presentes en los bancos de genes. En una etapa posterior esta secuencia fue utilizada
en la modificaciéon de la expresién de la TTL en cultivo de células.

Los resultados siguientes describen la estrategia utilizada en clonado del ADNc
de esta enzima y la comparacion de su secuencia de aminoacidos con la de otras TT-
ligasas caracterizadas y otras de existencia hipotética de acuerdo a datos de

comparaciéon de secuencias.

Clonado y secuencia de nucleétidos del ADNc de la TTL de bulbo

olfatorio de rata

La obtencion del ADNc de la TTL se realizé rastreando una genoteca de bulbo
olfatorio de rata construida en el vector viral A ZAPIl (Stratagene). Para ello se
sintetizé6 una sonda de ADN con la secuencia correspondiente al fragmento de ADNc
Lig1 mediante marcacion al azar con oligonucledtidos, nucleétidos frios y a-ATP-[*?P]
[200,201]. En una primera busqueda, sobre 300.000 clones analizados, se obtuvieron
cuatro clones positivos luego de rastreos secundarios y terciarios, de los cuales tres
resultaron ser falsos positivos. Finalmente tres clones positivos aislados del rastreo
terciario se utilizaron para obtener fagémidos, fagos filamentosos secretados fuera de
la bacteria, obtenidos coinfectando la cepa XL1-Blue con el fago A aislado de la

libreria y un fago “helperCfilamentoso denominado ExAssist (esquema V).
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Esquema IV ) I~

¢ Fago Helper
ﬁ VCM

Fago lambda ZAP E. Coli XL1-Blue
con el ADNc
de la ligasa

v I~

Produccion de
fagémidos
/é O Fago Helper
Plasmido con ExAssit

la “935? E. Coli SOLR
proveniente del

fago lambda

La combinacion de estos fagos, Lambda ZAP y Fago Helper VCM, con la
bacteria XL1-Blue genera fagémidos que llevan en su genoma de simple hebra el
inserto clonado proveniente del fago lambda. Cuando estos fagémidos son incubados
con la cepa de E. coli SOLR, la infectan y su genoma es convertido a doble hebra
dentro de ella. Dicho material posee caracteristicas de material genético de un
bacteriéfago filamentoso como asi también de plasmido el cual puede ser propagado,
manipulado y amplificado por métodos convencionales descriptos en la literatura.

Se aislaron 4 colonias de la cepa SOLR y se realizaron minipreparaciones de
su ADN plasmidico para conocer el tamafo del fragmento clonado por medio de
analisis de restriccion. EI ADN aislado se sometio a digestion con la enzima BamH |, la
cual produce un solo corte dentro del vector. Los fragmentos liberados fueron
analizados en geles de agarosa al 0,7 % (p/v). La migracion de los mismos se
comparé con fragmentos del marcador de pesos moleculares (ADN del fago lamda
digerido con la enzima Hind Ill) y con el vector linearizado sin inserto. La tincién del
gel reveld solamente una sola banda a la altura de aproximadamente 7,5 Kb en los
cuatro ADNSs de las distintas colonias analizadas, lo que equivale aproximadamente a

4.5 Kb de inserto ya que 2958 pb corresponden al vector (Fig. 7).
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Fig. 7. Digestién con la enzima
Bam HI de cuatro plasmidos
distintos obtenidos de la cepas
SOLR. Carril 1: Marcadordes
de peso moleculares (Vector A
digerido con Hind llI), Carill 2,
3 y 4: plasmidos de los clones.

El producto de la digestién di6

solamente una banda de
alrededor de 7,5 Kb.

Determinacion de la secuencia de nucleotidos del ADNc de la TTL de

rata

El secuenciamiento del ADNc se llevd a cabo utilizando el Kit Sequenase
version 2.0 (Pharmacia) el cual esta basado en el método descripto por Sanger et. al.
[202]. Para avanzar en la lectura de la secuencia se disefiaron oligonucleétidos, sobre
la base de la secuencia de la TTL, a medida que se obtenia informacion de la misma.
La secuencia de bases de estos oligos esta indicada por la longitud que abarcan las
flechas situadas en la secuencia (Fig. 8). La orientacion de las flechas indica la
direccion de lectura sobre la secuencia (Fig. 8). La secuencia de nucleotidos obtenida
fue procesada mediante el programa de computacion DNAsis Version 3.0 (Hitachi
Engineering Co.). Este programa fue utilizado para encontrar los posibles marcos de
lectura abiertos de la secuencia y para deducir la secuencia de aminoacidos. En el
esquema V se muestra un diagrama de las distintas regiones del ADNc aislado. Del
secuenciamiento se encontré que 1139 pb corresponden a la region traducida y
codifican para 377 aminoacidos. De las regiones 5 y 3" no traducidas se

secuenciaron 141y 112 pb respectivamente.

Esquema V

Porciones no traducidas

5 Z secuenciadas S 3’

——_

Region 5' no Ligasa , region Region 3' no traducida, no
traducida, no codificante, 1139 pb secuenciada
secuenciada. Aprox . 2000 pb

Aprox. 600 pb

~ 4,5 kb
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Fig. 8 Secuencia de nucledtidos del ADNc de la tubulina tirosina ligasa de
rata y de aminoacidos deducida de la secuencia de nucledtidos

0
CCCAGGGCAGACACTAGATAATCCGGAG

>
CGCGGCCCTGGAATTGGGCAGACAGCGGGACTGAGACTGAAGCTGGGGCAGTGAGCACGC
GGAGACCGCCGTCCCTTGGACTACGGCTTGTGGCGGCTGCGGGGCGCGCTGCCCTTCGCC
1
ATGTACACCTTCGTGGTGCGCCAGGAGAATAGCAGCGTCTACGCCGAGGTCTCCCGGCTG
M Yy T F V VR QEN S S V Y A E V S R L
2
CTGCTGGCCACCGGCTACTGGAAGAGGCTGCGGCGGGACAACCCCAGGTTCAACCTGATG
L L. AT G Y W KR L R R DN P R F N L M

CTGGGCGGAAGGAACCGACTGCCTTTCGGGAGACTAGGACACGAACCTGGGCTGGCACAG
L G G R N R L P F G R L G HE P G L A Q
3
CTGGTGAACTACTACAGGGGGGCCGACAAACTGTGCCGCAAAGCTTCCTTAGTGAAGCTA
L V N Y Y R G A D K L C igEs L VvV K L

3 N
GTCAAGACCAGTCCGGAACTGTCTGAGTCCTGCTCATGGTTCCCCGAGTCCTATGTGATT
v K 8P . s E S ¢ S W F P E S Y V I

CATCCAACTAACCTCAAGACGCCAGTCGCTCCAGCGCAGAATGGCATCCAGCTTCCGGTC
H p T N L K T P V A P A Q N G I Q L P V

AGTAACTCCAGGACAGATGAGAGAGAATTCTTCTTGGCTTCTTATAACAGAAAGAAAGAG
s N R T D E R E F F L A S Y N R K K E

4
GACGGGGAAGGCAACGTTTGGATTGCAAAGTCATCAGCTGGTGCCARAGGCGAAGGCATC
D GE GN UV W TIAZKTSSAGATZ K 6 E [

CTCATCTCCTCAGAGGCGTCAGAGCTTCTGGATTTTATAGACAACCAGGGCCAAGTGCAC

T £E A S E L L D F I D N Q G Q V H

5
GTGATCCAGAAATACCTCGAGCACCCTCTGCTCCTCGAGCCCGGTCACCGCAAGTTTGAC
v I ¢ K ¥y L E H P L L L E P G H R K F D

ATTCGAAGCTGGGTCCTGGTTGACCACCAGTATAACATCTACCTCTACAGAGAGGGTGTG
I R S WV L VDU HOQYNTIVYTZL Y R E N

CTTCGAACTGCTTCAGAACCATATCATGTTGATAACTTCCAAGATAAGACCTGCCATCTG
MEEASE » v H VD N F Q D K T C H L

ACCAATCACTGCATTCAGAAAGAGTACTCAAAGAACTATGGAAAATACGAAGAAGGGAAC
T N H ¢C I 9 K E Y S K N Y G K Y E E G N

GAAATGTTCTTCGAAGAGTTCAATCAGTACCTAACAAGCGCTCTGAACATTACCCTAGAA
EMF F EE F N QY L T S A L N I T L E

AATAGCATCTTGCTGCAAATCAAACACATAATAAGGAGCTGCCTCATGAGCGTGGAGCCC
N s I L L ¢ I K H I I R s C¢C L M S V E P

6 ~
GCCATCAGCACCAAGCACCTCCCTTACCAGAGCTTCCAGCTCCTTGGCTTTGACTTCATG
2~ 1 8. - . »p vy QS F QL L GTFDT F M

GTGGATGAGGAGCTGAAAGTCTGGCTCATTGAGGTCAACGGTGCCCCTGCGTGTGCCCAG

v D E E L K V W L I E V N [CHyUS-SSmemy O

AAGCTCTATGCAGAACTGTGTCAGGGCATCGTGGACATAGCCATATCCAGCGTCTTCCCA
K L.y A £ L C o G I v DI A I S s V F P

CCCCCAGACACGGAGCAGGTGCCGCAGCAGCCGGCTGCTTTCATGAAGCTGTGAAGGACT
P PDTTEOQV P Q QP A ATF MK L *

7
GGAAGGCACAGAGCCACCTTGGGAAATGTATGGGGTCTGCTCCAGAGGAACGTGAGATGG
CTGGACTGCTCCTGACCAAGGCATCTGGGGAACCAGATGTCAGGAA
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Fig. 8. En la secuencia de aminoacidos de la TTL se ha resaltado con colores algunas regiones. Estas
pertenecen a posibles sitios de modificacion post-traduccion sobre la proteina. Estos sitios fueron
encontrados analizando la secuencia de aminoacidos mediante un banco de motivos estructurales
http://expasy.hcuge.ch/sprot/prosite.html. Se hallaron diez sitios potenciales de modificaciones post-
traduccion para cinco modificaciones distintas. Estas son:

N-glicosilaciones
Sitio de fosforilacién por Quinasas dependientes de cAMP y cGMP------
N-miristoilacion
Sitio de fosforilacién por Quinasa C:
Sitio de fosforilacién por Caseina quinasa |l

L

Analisis de la secuencia de nucledétidos y aminoacidos y de la TTL,
comparacion con otras secuencias
La secuencia de aminoacidos de la TTL de rata fue analizada también

mediante el programa Multiple Sequence Alignment V 1.0.1.1 (Copyright © 1998,

InforMax, Inc.) el cual arroj6é datos referentes a la proteina segun se muestra en la

Tabla |

Analisis Proteina
Longitud 377 aa
Peso Molecular 43114,85 gr/mol
1ug = 23,194 pMoles
Coeficiente de 52330

Extincion Molar

1 A [280] 0,82 mg/ml
Punto Isoeléctrico 6,30
CargaapH?7 -3,29

El analisis de homologia de la secuencia de nucledtidos de la TTL de rata con
las secuencias presentes en los Bancos GenBank y EMBL, fue obtenido mediante el
programa busqueda “Blast®174), (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/). Se
observé que la unica secuencia de nucledtidos que presentdé un alto grado de
homologia con la TTL de rata fue el ADNc de |la TTL de cerdo [160]. En la figura 9 se
muestra solamente el resultado de la comparaciéon de homologia de la secuencia de
los ADNc de la TTL de cerdo versus la de rata. Este alineamiento present6 un
porcentaje de homologia del 86%. Las demas secuencias de nucledtidos obtenidas
por BLAST no reflejaron una homologia considerable con la secuencia del ADNc de

rata por lo cual no se presentan en el presente analisis.
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Rata:

Cerdo: 163 CGGCTGCAGGGGTGGCCC

Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:

Rata:

Cerdo:

Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:

Rata:

Cerdo: 583 AGAATTTTTC

Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:
Rata:
Cerdo:

Rata:

Rata:
Cerdo:

Rata:

Rata:
Cerdo:

Rata:

Comparacién del ADNc de la ligasa de rata con el de cerdo

111 CGGCTTGTGGCGGCTGCGGGGCGCGCTGCCCTTCGCCATGTACACCTTCGTGGTGCGCCA 170

111 A O
CGGCGCGCGGCCCTTCACCATGTACACCTTCGTGGTGCGCGA 23

171 GGAGAATAGCAG CGTCTACGCCGAGGTCTCCCGGCTGCTGCTGGCCACCGGCTACTGGAA 2}

||I|| |||||||| |||I||||I||||I||||I||||I|| I|||||||| ||I|||| |
ACGCCGAGGTCTCCCGGCTGCTGCTCGCCACCGGCCACTGGAA 282

231 GAGGCTGCGGCGGGACAACCCCAGGTTCAACCTGATTEGGGCGGAAGGAACCGACTGCC 290

IIIIII IIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII I IIIIIIIII (111
AATCCCAGGTTCAACCTGATGCTGGGAGAAAGGAACCGGCTGCC 342

291 TTTCGGGAGACTAGGACACGAACCTGGGCTGGCACAGCTGGTGAACTACTACAGGGEBEGGC 3

IIIIIIIIIII II IIIII IIIII II III IIIIIII IIIIII [I1
GGTCACGAGCCTGGATTGATGCAGTTGGTGAATTACTACCGGGGCGC 402

351 CGACAAACTGTGCCGCAAAGCTTCCTTAGTGAAGCTAGTCAAGACCAGTCCGGAACTGTC 410

11 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIII
403 CGACAAACTG TAGTGAAGCTCATCAAGACCAGCCCAGAACTGGC 462

411 TGAGTCCTGCTCATGGTTCCCCGAGTCCTATGTGATTCATCCAACTAACCTCAAGACGCC 470

IIIIIIIIII I IIIIIIII IIIIIIIIIIII (UL {LCCTEFEFLILED 1
CTGCACGTGGTTCCCGGAGTCCTATGTGATT TATCCAACTAACCTCAAGACCCC 522

471 AGTCGCTCCAGCGCAGAATGGCATCCAGCTTCCGGTCAGTAACTCCAGGACAGATGAGAG 530

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII II II IIIIIIIIIIIIIIIII I
AGAATGGAATCCACCCACCAATCCACAGCTCCAGGACAGATGAAAG 582

531 AGAATTCTTCTTGGCTTCTTATAACAGAAAGAAAGAGGACGGGGAAGGCAACGTTTGGAT 590

11111 AT L AT
CTGACTTCTTACAACAAAAAGAAAGAAGATGGAGAGGGCAATGTTTGGAT 643

591 TGCAAAGTCATCAGCTGGTGCCAAAGGCGAAGGCATCCTCATCTCCTCAGAGGCGTCAGA 650

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1]
CTGGAGCCAAAGGTGAAGGIICTCATCTCCTCAGAGGCTACAGA 702

651 GCTTCTGGATTTTATAGACAACCAGGGCCAAGTGCACGTGATCCAGAAATACCTCGAGCA 710

III IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII IR
TAGACAACCAGGGCCAGGTGCACGTGATCCAGAAGTACCTTERRGCG

711 CCCTCTGCTCCTCGAGCCCGGTCACCGCAAGTTTGACATTCGAAGCTGGGTCCTGGTTGA 770

IIIIIIIII II IIIII II II IIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII i
AGCCAGGCCATCGCAAGTTTGACATCAGAAGCTGGGTCTTGGTGGA 822

771 CCACCA GTATAACATCTACCTCTACAGAGAGGGTGTGCTTCGAACTGCTTCAGAACCATA 83

II IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIII l
CCTCTACAGAGAAGGTGTGCTTCGGACTGCTTCAGAACCGTA 882

831 TCATGTTGATAACTTCCAAGATAAGACCTGCCATCTGACCAATCACTGCATTCAGAAAGA 890
I|I |I|IIIII|IIIII|II|IIII|II|II|I|II|I|II|I|II|I| |I
GACAAAACCTGCCATTTGACCAATCACTGCATTCAGAAGGA 942

891 GTACTCAAAGAACTATGGAAAATACGAAGAAGGGAACGAAATGTTCTTCGAAGABA 950

IIIIII IIIII IIIIIIII II IIIIIIIIIII IIIIIIIIIII II IIIIIIII
GAAAGTATGAAGAAGGGAATGAAATGTTCTTTGAGGAGTTCAA 1002

951 TCAGTACCTAACAAGCGCTCTGAACATTACCCTAGAAAATAGCATCTTGCTGCAAATCAA 1010

| {111 I|II| II| |I|II|I|II|I| |III II| II|I| (R
1003 TCAGTAC AACATTACCCTGGAAAGTAGTATCTTACTACAAATCAA 1062

1011 ACACATAATAAGGAGCTGCCTCATGAGCGTGGAGCCCGCCATCAGCACCAAGCACCTCCC 107(

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIII
: 1063 ACATATAATAAGGAGCTGCCTCCTG CCGCCATCAGCACCCGGCACCTGCC 117p

1071 TTACCAGAGCTTCCAGCTCCTTGGCTTTGACTTCATGGTGGATGAGGAGCTGAAAGTCTG 1130

IIIIIIIIIIIIIIIIIII I IIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIII YILILYIL
CCAGCTCTTCGGCTTCGACTTCATGGTGGATGAGGACCTGAAGGTGTG 1183

1131 GCTCATTGAGGTCAACGGTGCCCCTGCGTGTGCCCAGAAGCTCTATGCAGAACTGTGTCA 1190

IIIIII I IIIIIIII IIIII II IIIII IIIIIIIIIII II II 1L
AACGGCGCCCCGGCTTGTGCTCAGAAGCTCTACGCTGAGCTGTGTCA

1191 GGGCATCGTGGACATAGCCATATCCAGCGTCTTCCCACCCCCAGACACGGAGCAGGTGCC 125

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIII IIIIIII Il
ATAGCCATAGCCAGTGTCTTCCCGCCCCCGGATGCAGAGCAGCAGCA 130

1251 GCAGCAGCC 1259
111

I
Cerdo: 1303 GCAGCAGCC 1311
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El analisis del grado de homologia de la secuencia de aminoacidos de la TTL
de rata con las secuencias de las TT-ligasas presente en los bancos de proteinas fue
realizado utilizando nuevamente el programa “BLAST" (ver condiciones de busqueda
en Materiales y Métodos). Los resultados de esta busqueda indicaron que la TTL de
rata posee una alta homologia con las TT-ligasas de cerdo, bovina, y de ratén
publicadas por Ersfeld et. al. [160]. Se observé ademas una homologia considerable
(ver Tabla Il mas abajo) con secuencias de proteinas de existencia hipotética
deducidas tedéricamente mediante analisis computacional a partir de la secuencia de
nucledtidos de ADN gendmico o de ADNc. La busqueda indicé homologia con tres
proteinas teoricas para la especie Caenorhabditis elegans, tres para Homo sapiens 'y
una para Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. La Tabla Il
muestra los datos del porcentaje del grado de identidad (columna 3) y similitud
quimica (aminoacidos conservados ya sea en igual numero de carga o hidrofobicidad
o propiedades acido base, etc), entre las secuencias de aminoacidos de las TT-
ligasas de diversas especies en comparacion con la de rata. En la columna 4 se
indican la cantidad de aminoacidos de la/s ligasa/s de cada especie y entre paréntesis

el origen de la secuencia.

Tabla ll

No de acceso a Especie Porcentaje de Cantidad de aminodcidos
bancos de genes o identidad- en cada secuencia
proteinas similitud gca.
(Sp) P38160 Cerdo (secuenciada) 92-96% 379 (deducida del ADNc)
(Sp) P38584 Bovino (secuenciada) 91-95% 377 (secuencia de la proteina)
(Sp) P38585 Raton (secuenciada) 95-98% 63 (deducida del ADNc)
(Emb)CAA16151 Humana (I) (tedrica) 28-47% 278 (deducida de ADN genémico)

(Dbj) BAA11490 Humana (Il) KG-21 (teérica) 27-45% 1199 (deducida del ADNc)

(Emb) CAB39176.1  Humana (1) (tedrica) 27-44% 423 (deducida de ADN genémico)
(Emb)CAB02862 C. elegans (I) (tedrica) 26-45% 1203 (deducida de ADN genémico)
(Emb) CAA87778  C. elegans (lll) (tedrica) 26-50% 662 (deducida de ADN genémico)
(Emb) CAA87425  C. elegans (ll) (tedrica) 25-44% 640 (deducida de ADN genémico)
(Emb) CAA49508 8. cerevisiae (tedrica) 24-41% 753 (deducida de ADN genémico)

(Sp) Q10438 S. pombe (teorica) 28-43% 403 (deducida de ADN genémico)

47



Cae/’tulo 1l

Un alineamiento multiple de todas las secuencias, que poseen un grado
considerable de homologia con la TTL se muestra mas abajo. El alineamiento de las
TT-ligasas, realizado por el programa de computacién "Multiple Sequence Alignment V
1.0.1.1 (Copyright © 1998, InforMax, Inc.)", se confecciond considerando las porciones
mas homoélogas entre todas las secuencias. Cabe sefalar que ciertas secuencias no
comienzan en el primer aminoacido de cada proteina. Las porciones restantes,
terminales amino, no poseen homologia en absoluto con el resto de las secuencias.

Las condiciones del alineamiento se explican en Materiales y Métodos.

Alineamiento multiple de las secuencias de TT-ligasas teédricas y

caracterizadas

1 50
elel200 (596) =—=——==—==———m———m—————— LTEK------- MMRS-DSRLIRTMCHSH
ele640 (172) =—=====—====—=———————= PARKIQAR--LT-WCHNSLLPIVMRQTLAA
ele662 (310) —==——==—===——=——= QQTCQSAIETSLPILKKRKIKVYADDTQLTEHLK
porcina (1) —————mmmmmmmmm MYTEVVR----- DENSSVYAEVSRLLLAT
bovina (1) —————mmmmm e MYTEVVR----- DENSSVYAEVSRLLLAT
rata (1) ====mmmmm e MYTEVVR----- QENSSVYAEVSRLLLAT
humanl (594) ---==—-==—==—--——- ERVEKLPWEQRKLLR-WKMSTVTPNIVKQTIGR
human2 (1) ——===——— ==
human3 (1) —————————————— MAGKVK—-———- WVTDIEKSVLINNFEKR
cere (121) HLLGELKLTEEENNLSKTNNLIVVSIDPMEYIYKPLTHALKKYLPQVEIV
pombe (1) === MSSTKKDIKVYVNYRDEYAEPKIISALKNS
51 100
elel200 (617) GFMQCSSK----NPSVNVIWMGAPVKSVRMRELMPW—-—-—-—-—-— QORLNQFPR
ele64d0 (200) SHFTVVDE----SLFYVGYWGRH-LKSAQYRALQPH-----—- QKVNHEPG
ele662 (345) NHKVEYVDD---IKKADVIWMIKHFHDYKQLSEENP-—--——— CGMINQFPF
porcina (25) GHWKRLRRD---NPRENLMLGER-NRLPFGRLGHEPGLM---QLVNYYRG
bovina (25) GHXKRLRRD---NPRENLMLGER-NRLPFGRLGHEPGLM---QLVNYYRG
rata (25) GYWKRLRRD---NPRENLMLGGR-NRLPFGRLGHEPGLA---QLVNYYRG
humanl (627) SHFKISKR----NDDWLGCWGHH-MKSPSFRSIREH-----—- QKLNHEPG
Human?2 (1) === SVKPW—-————— QOQLNHHPG
human3 (24) GWVQVTEN-----— EDWNEFYWMSV-QTIRNVFSVEAGYRLSDDQIVNHEPN
cere (172) SNLPEFDNGGCEKEMKVFHYGDYEQLDMDKLMELPN-—-—-—— NYFTNSYIY
pombe (31) GKELTFTNS---AKEANFQWAQYEDIDFDEVYKNPK--—-—-— TKLCCSYVI

101 150
elel200 (657) STELTKKDRLYENIERSKSIFGES—-—-—-———-—-———————— FDFIPEFYVTP
ele6d0 (267) AFHIGRKDRLWMHIRKQQERFEG-—-—-—-————-— E-———— FDIMPFTYILP
ele662 (387) ESCITVKDLLAACAMRDPAKN-————=—————————————— DWYQLTYNLN
porcina (68) ADKLCRKASLVKLIKTSPELAESCT----WFPES—-—-—--- YVIYPTNLKTP
bovina (68) ADKLCRKASLVKLIKTSPELAESCT----WFPES---—-—-— YVIYPTNLKTP
rata (68) ADKLCRKASLVKLVKTSPELSESCS----WFPES---—-—-— YVIHPTNLKTP
humanl (666) SFQIGRKDRLWRNLSRMQSREFGKK-——————-— E-————- FSFFPQSFILP
Human?2 (14) TTKLTRKDCLAKHLKHMRRMYGT--—-—=——-—-— SL————- YQFIPLTFVMP
human3 (68) HYELTRKDLMVKNIKRYRKELEKEGSPLAEKDENGKYLYLDFVPVTYMLP
cere (217) RKALIRKHFLSHTIQTYTAKNPES-—-——————————— ILKKAYLESFTID
pombe (73) RKALIRKEYLWRTVITYLAKHPDS-——=————=————— ILSKSVPEAYSLE
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* %
GSHasa (157) DIILKP
BC (155) PVIIKA

DD-Ligasa (140) PVIVKP

151 200
elel200 692) RENR--—-——-——-——-—--— KMENAEVRVAKEIAAAGGELCFPGEFIVKPTNSR
ele640 274) TD--—--———--— R----QELLKYLETD---ASRH-—------— VIVKPPASA
ele662 418) TQL--——————————- PEFVARFQNR-ELNGOQHN---—--- VWIVKPWNLA

(
(
(
porcina (109) VAPAQNGIHPPIHSSRTDEREFFLTS---YNKKKEDGEGNVWIAKSSAGA
(
(
(

bovina 109) VAPAQDGIHPPLHSSRTDEREFFLAS---YNRKKEEGEGNVWIAKSSAGA
rata 109) VAPAQNGIQLPVSNSRTDEREFFLAS---YNRKKEDGEGNVWIAKSSAGA
humanl 702) QD-====———- A----KLLRKAWESS---SRQK-—-=-—-—-——-— WIVKPPASA
Human?2 (50) NDYT---=====———— KEVAEYFQERQMLGTKHS———-—--— YWICKPAELS
human3 (118) ADY—-———————————— NLFVEEFRKS---PSST-———-———— WIMKPCGKA
cere (254) LDYREFLDD----- ALDENWELRQELE-NESQDK-—-———— WWIVKPSMSD
pombe (110) LDYAEFLDDS----- LMEAYELRQELEENATKNIS--EKQWY ILKPSMCD

* *

GSHasa (167) GGASI

BC (165) GGRGM

DD-Ligasa (180) SSVGM

250
elel200 (730) QOGKGIFFANSMA-————————————————————————— DIPAEG-————--
ele6d0 (300) RGTGISVTRKPK-————————————————————————— DFPTT-—-————-
ele662 (448) RGMDMTVTEDLN-————————————————————————— QIIRMIE-—-—---
porcina (156) KGEGILISSEATELL-———=—=—==—=———=——————————— DFIDNQG-——-——
bovina (156) KGEGILISSDATELL-=—=—=———===—=—————————————— DFIDNQG-—-—-——
rata (156) KGEGILISSEASELL--————————————————————— DFIDNQG----—
humanl (728) RGIGIQVIHKWS—-————————————————————————— QLPKR-—-=———-
Human?2 (82) RGRGILIFSDFK-————————————————————————— DFIFD-———-——-
human3 (144) OGKGIFLINKLSQIKKWSRDSKTS-—-=———————————— SFVSQSN—-—---—
cere (292) KGQGIRVFKTIEDLQAIFDSFDDEDSEAEESGNDDDADDVNGEFMDNNKV
pombe  (153) RAQGIRLFSTIEELQAIFDSFDDEESESEEAG-LEEKGDITVAFNN--KI
* kK *

GSHasa (17) AQNYL (27) GDKR

BC (22) MEKYL (30) RHVE

DD-Ligasa (16) IEKWL (23) PEFT

251 300

elel200 (748) ————-- PLLVSRYLKDPYLVNN-—-—-—--— HKFDLRIYVAVTSFYPLVAYVY
ele640 (489) —----- ATLVAQHYTIERPLTINR-————— AKFDLRLYAYVPTFEPLRVYIY
ele662 (460) —----TGPKIVCEYIPRPLLEFPRPDNGNKVKFDLRYIVFLNGIAPVTAYVY
porcina (178) ————- QVHVIQKYLERPLLLEPGH----RKFDIRSWVLVD--HQYNIYLY
bovina (178) ————- QVHVIQKYLERPLLLEPGH----RKFDIRSWVLVD--HQFNIYLY
rata (178) —-=-=--- QVHVIQOKYLEHPLLLEPGH----RKFDIRSWVLVD--HQYNIYLY
humanl (645) —----- RPLLVORYLHKPYLISG-—-———— SKFDLRIYVYVTSYDPLRIYLFE
Human?2 (99) —-———- DMYIVOKYISNPLLIGR---—-—-- YKCDLRIYVCVTGFKPLTIYVY
human3 (175) ----KEAYVISLYINNPLLIGG------ RKFDLRLYVLVSTYRPLRCYMY
cere (342) NISQLRHFIIQEYLTNPLLLASMDN---RKFHIRCYVVCRG--DLQVEVY
pombe  (200) VISQIRNFLVOKYISKPLLLDH------ RKFHIRAYVLATG--ALSVYLF
301 350
elel200 (786) SEGLARLASRPYDTS-----— ASSADSNEYVHLTNYSINK-NSTSFVRNES
ele640 (356) DQGLVRFASVPYSH-—-----— SVSTISNKYMHLTNYSINK-—-—---— LAEADG
ele662 (513) NREFWIRFAINEF--------— SLSNFEDVETHFTVENYLD----- KEKILQ
porcina (217) REGVLRTASEPY-—-—-————-— HTDNFQDKTCHLTNHCIQK----EYSKNYG
bovina (217) REGVLRTASEPY-—-—-—-----— HMDNFODKTCHLTNHCIQK----EYSKNYG
rata (217) REGVLRTASEPY-—--—-----— HVDNFODKTCHLTNHCIQK----EYSKNYG
humanl (784) SDGLVRFASCKYSP-—-—-—--—-— SMKSLGNKFMHLTNYSVNKKNAEYQANADE
Human?2 (138) QEGLVRFATEKF---—----- DLSNLONNYAHLTNSSINK-SGASYEKIKE
human3 (215) KLGFCRFCIVKYTP------— STSELDNMEVHLTNVAIQK-—----— HGEDYN
cere (387) DRMLALFAAKPEVPLDPYAYSVTDLKDLECHLTNTCLQS-——-=-==--— KKK
pombe (242) NEMLCLLARDKYKK------— PTPDPDLLESHLSNTCLOG--———————— D
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351 400

elel200 (830) MSSEDLGHKWTLGALLRYVENE-GKDAKL-LMLRIEDLIVKSLLSIQNSV
eleb640 (395) VANKPV-PKWTLHHLWEHFDEM-GVDREK-IQREIEEVIIKAFISTEKPI
ele662 (240) MKCEN----FIETIEKAYPRIQ-WSEVQKDINLTIRKAIEAAAKEEAPRG
porcina (255) KYEEGN-EMFFEEFNQYLTSAL-NITLESSILLQIKHIIRSCLLSVEPAI
bovina (255) KYEEGN-EMEFFEAFNRYLTSAL-NITLESSILLQIKHIIRSCLMSVEPATI
rata (255) KYEEGN-EMEFFEEFNQYLTSAL-NITLENSILLQIKHIIRSCLMSVEPATI
humanl (928) MACQG--HKWALKALWNYLSQK-GVNSDA-IWEKIKDVVVKTIISSEPYV
Human2 (179) VIGHG--CKWTLSRFFSYLRSW-DVDDLL-LWKKIHRMVILTILAIAPSV
human3 (254) HIHGG---KWTVSNLRLYLESTRGKEVTSKLFDEIHWIIVOSLKAVAPVM
cere (429) DKDSS---VLEFDSIEEIPNER-KSNIKEQIHSITNDVELAAVNVNRLNF

pombe (276) NVEQS-----— SIRDFWNTSIEN-KDDIFKSILNIIGDVFEAAATTQGIHF

* * ** ok

GSHasa (57) GLDIIGDR (65) LTEIN

BC (59) TFEFLFEN (71) FIEMN

DD-Ligasa (59) RIDVMLDS (72) LLEAN
401 450
elel200 (878) ATASRINLRFACTNFELFGFDVLVD----QALKPWLLEVNLSPSLACDAP
ele640 (580) REHMSRFLEQEFICYELFGIDIILD----EDYKPWLLEVNISPSLHSGTP
ele662 (285) VAPN------- VOSRAMYGVDIMLOHGDNDVIKSTLLEINFMPDTTRACQ
porcina (303) STRH-----— LPYQSFQLFGFDFMVD----EDLKVWLIEVNGAPACAQ--K
bovina (303) STKH----- LPYQSFQLFGFDFMVD----EELKVWLIEVNGAPACAQ--K
rata (303) STKH----- LPYQSFQLLGFDFMVD----EELKVWLIEVNGAPACAQ--K
humanl (280) TSLLKMYVRRPYSCHELFGFDIMLD----ENLKPWVLEVNISPSLHSSSP
Human?2 (225) PFAA-——————— NCFELFGFDILID----DNLKPWLLEVNYSPALTLDCS
human3 (301) NNDK-------- HCFECYGYDIIID----DKLKPWLIEVNASPSLTSSTA
cere (475) QPLP---—-—-——- NAFETYGVDFLID----SNYEVKLLEINAFPDFKQTGK
pombe  (320) QPLE-------- NCFEIFGVDFLVD----CESQVYLLEVNSYPDFKQTGK
451 500
elel200 924) LDSLLKTRLIADLINLACV--PLLDRKIID-———-=-=———————=——————

(
ele640 (488) LDVSVKAPLAKDVLNLAGVYVPPSFDKLS---DADYSTRPRNGRKNREQL
ele662 (638) YYPDFA-DTVFETLFLDEID-PTKVIPI-——-—-——————————————————
porcina (342) LYAELC-QGIVDIA-IASVFPPPDAEQQQQQPPPAAFIKL-—--—-——-——-—
bovina (342) LYAELC-QGIVDIA-IASVFPPPDAEQQP--PQPATFIKL--—--—-——-——-—

rata (342) LYAELC-QGIVDIA-ISSVFPPPDTEQVP--QQPAAFMKL--—--——-——-—
humanl (920) LDISIKGOMIRDLLNLAGFVLPNAEDIIS---SPSS-———-————————-—
Human2 (263) TDVLVKRKLVHDIIDL-—————————————————————————————————
human3 (339) NDRILKYNLINDTLNIAVPNGEIPDCKWN--KSPPKEVLGNYEILYDEEL

cere (513) DLKNLIDELEFDDTVKYCVTPIFNENRNKTDDETDPNEVKVIDYTSNGW--—
pombe  (358) NLSNIIENLEFSAVVETAIIPFFESSTKRNVDSKLTLAKKLQLFGFR----

501 537

elel200 (952) ———mmmm e
ele640 (535) IKEASWVAAYKDQLG-VIDNRIFKRLTP---------
ele662 (664) ——mmmm e
porcina (380) ———————mmmmmm
bovina (378) === —mm e
rata (378) —————m e
humanl (953) ——=—————————
Human2 (279) —————————m e
human3 (387) AQGDGADRELRSRQGQSLGPRAGRSRDSGRAVLTTWK
cere (561) ——m—mmmmmmm
pombe  (404) ———m—mmmm

Los colores utilizados en el alineamiento tienen el siguiente significado:
D aminoacidos con identidad de 100%,
D aminodacidos conservados (D, aminoacido genérico)
D similitudes en bloques
D aminoacidos con una débil similitud
Se ha publicado que la TTL posee homologia en ciertos aminoacidos de su

secuencia con los aminodacidos involucrados en el reconocimiento de ATP y unién de
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Mg*? [6] existentes en la familia de proteinas que catalizan una reaccion con formacion
de ADP [175]. Recordemos que la TTL utiliza ATP en la catalisis de la reaccion de
tirosinacién (ver Introduccién Fig. 1). En el trabajo que se menciona mas arriba [175]
se compararon las secuencias de las TT-ligasas bovina, porcina y 5 teéricas a saber:
C. elegans 1200, C. elegan 640, S. cereviseae, S. pombe y TTL humana deducida de
ADNc. Todas mostraron una alta homologia con residuos especificos que unen ATP y
Mg*2. Los aminoacidos involucrados en dicho reconocimiento fueron obtenidos de
datos de cristalografia de las proteinas de la glutation sintetasa y proteinas
relacionadas tales como acetil-CoA carboxilasa y D-alanina:D-alanina TTL, ambas de
Escherichia coli. En el alineamiento multiple se muestra ademas que otras dos nuevas
secuencias no incluidas en la publicacion mencionada también mantienen homologia.
Estas secuencias son: la secuencia tedrica de la especie humana (lll) y la de C.
elegans (lll) (secuencia 6 y 7 respectivamente, ver tabla mas arriba). Los aminoacidos
involucrados en el reconocimiento de ATP y Mg*?, pertenecientes a la familia de
enzimas que catalizan reacciones con formacién de ADP, estan sehalados con
asteriscos encima de sus secuencias. Estas secuencias estan alineadas con las
secuencias de la TT-ligasas. Del alineamiento se puede observar que existen regiones
de alta homologia, las cuales comprenden los aminoacidos involucrados en el

reconocimiento de ATP y Mg*?, y regiones con un grado de homologia moderado.

Busqueda de motivos conservados entre las secuencias de TT-

ligasas

Otra comparacion que realizamos entre las secuencias de TT-ligasas tedricas y
las caracterizadas, fue una busqueda de bloques de motivos conservados entre todas
las secuencias mediante programas de computacion de libre acceso via Internet. Uno
de los programas utilizados fue: "THE MEME SYSTEM Multiple EM for Motif Elicitation
Version 2.2 (1998)" [211] (http://lwww.sdsc.edu/MEME). El analisis computacional

obtenido luego de haber enviado las secuencias a la direccion de Internet

mencionada, permitio identificar los siguientes motivos estadisticamente significativos:
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Motivo Ancho Mejor "mach" posible

1 22 FELFGFDFMVDEELKPWLIEVN

2 8 HLTNHCIQ

3 8 KEDIRCWV

4 14 WIVKPSMCARGQGI

5 16 IYVYREGLCRFASEPY

6 12 VIQKYIERPLLL

7 15 QLVNHYPGADKLCRK

8 16 GAPACAQKLYAELCQG

9 24 RRDNPREFNLMLGERNRLPFGRLGH
10 8 CTWEFPESY

Un alineamiento y busqueda de posibles repeticiones de estos motivos dentro
de una misma secuencia fue realizado por el programa MAST (Motif Alignment and

Search Tool) (http://www.sdsc.edu/MEME) [212]. Abajo se muestra el alineamiento

grafico obtenido.

Representacion esquematica del alineamiento de

motivos sobre las secuencias de ligasas

9 7 10 4 635 2 18 ,
Ty B—HHTHD - bovina

Ty T T porcina
—E{—8-{HHTHD [OI— rata
—— 8- Humanal

m ] Wy - Humana Il
C. eleg. 640
—& -Eo— e
C - — C. eleg. 1200
C—o— S
o Humana Il
—m-E-a-EHE—m
— —a—atEi—m S. cerev.
— — oo . pombe
G—E T~ C. eleg. 662
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Es interesante notar, especialmente para el caso de las secuencias teodricas,
que ademas de la presencia de varios motivos dentro de una misma secuencia, en
general, estos conservan el orden y en algunos casos el espaciamiento entre ellos,
cuando se los compara con el orden que poseen en las secuencias de TTL ya
secuenciadas (rata, bovina, porcina). La secuencia que menos cantidad de motivos
posee es la secuencia de C. elegans 662 pb. Esta secuencia obtuvo el menor puntaje
otorgado por Blast al momento de buscar secuencias homologas con la TTL de rata.
El resultado del programa MAST muestra un detallado alineamiento de los motivos
sobre las secuencias. En este caso se muestra solamente el resultado grafico de los

motivos.
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CAPITULO IlI

EXPRESION EN CELULAS EN CULTIVO DE UN ARN ANTISENTIDO Y
UNA MUTANTE DOMINANTE NEGATIVA DEL GEN DE LA TUBULINA
TIROSINA LIGASA
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Introduccién

Con el proposito de investigar el papel funcional de la TTL, realizamos
experimentos tendientes a disminuir la actividad de esta enzima en células en cultivo y
observar sus efectos sobre la morfologia, estado de tirosinacién de la tubulina y la
division celular. Para llevar a cabo estos ensayos se acudio a estrategias de biologia
molecular utilizando el ADNc de la TTL obtenido previamente (ver Cap. Il). Los
resultados que se comentan a continuacion muestran los efectos de la expresiéon de
un ARN antisentido y una mutante dominante negativa para la TTL de rata en células
CHO-K1 en cultivo.

Construcciones en plasmidos con ADNc de la TTL para la expresidon
de: TTL normal (sentido), TTL mutante dominante negativa y ARN

antisentido de la TTL mutante dominante negativa

Ha sido demostrado que la TTL es una enzima que posee dos dominios bien
definidos [167]. Uno de ellos es la porciéon de 30 kDa correspondiente a la region
terminal amino. Esta porcion esta involucrada en el reconocimiento y unién de la
enzima, de modo no covalente, a la subunidad B de la tubulina. El resto de la proteina,
dominio terminal carboxilo de 14 kDa, posee el centro activo que cataliza la reaccion
de incorporacion de tirosina sobre la subunidad o de la tubulina.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo de tesis fue indagar el papel
funcional de la TTL inhibiendo su actividad en células en cultivo. Para ello utilizamos
los datos referente a la TTL para construir un ADNc que exprese una TTL carente de
la regidn catalitica. Esta TTL mutante expresada en un cultivo de células deberia
competir con la TTL enddégena en lo que se refiere a la union de ésta con la tubulina.
Si en la célula existe actividad de la tubulina carboxipeptidasa la proporcion de
tubulina tirosinada deberia verse disminuida. Este tipo de estrategia, utilizando una
mutante dominante negativa, ha demostrado ser muy util para investigar el rol
funcional de diversas proteinas [176].

Oftra via alternativa que utilizamos para disminuir los niveles de actividad de la
TTL, fue de expresar un fragmento del ARNm de la TTL, con orientacion antisentido
[177]. Para tal fin empleamos la secuencia de ADNc correspondiente a la TTL mutante
dominante negativa la cual fue subclonada en sentido opuesto al de la mutante.

Ambos ADN (mutante y antisentido) fueron clonados en el vector de expresion
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eucariota pTracer (Invitrogen) el cual dirige la expresion constitutiva de estos insertos
utilizando el promotor viral de citomegalovirus (CMV).

Para llevar a cabo las construcciones mencionadas aislamos primero la regién
codificante de la TTL presente en el ADNc que habiamos aislado.

Para facilitar el subclonado del fragmento de PCR correspondiente a la regién
codificante de la TTL (= 1,3 kb), los “primersQutilizados fueron disefiados afiadiendo
sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion Xba | (terminal amino) y Sma
| (terminal carboxilo). Una vez obtenido el fragmento amplificado, se le practicaron
reiterados tratamientos de corte con las enzimas de restricciéon Xba | y Sma I. A pesar
de realizar varios intentos, no se logré subclonar el fragmento en un plasmido digerido
con las mismas enzimas.

Dicho inconveniente fue superado subclonando el fragmento en el vector
pGEM-T Easy (Promega) el cual es un vector especifico para subclonar fragmentos
de PCR. Este vector presenta la ventaja de que ciertas polimerasas (Taq, Tfi, Tth, TIi,
Deep, Vent) a menudo agregan una uUnica deoxiadenina, independientemente del
templado, al extremo 3" de los fragmentos amplificados [178]. El vector pGEM-T Easy
ha sido digerido con la enzima EcoR V y se le ha adicionado una timidina en los
terminales 3' a fin de obtener terminales compatibles con los del fragmento

amplificado. Estas timidinas 3’ “protruyentesOen el sitio de insercién mejoran en gran
medida la eficiencia de ligado previniendo la circularizacion del vector y

proporcionando los extremos compatibles para los productos de PCR (ver esquema I)
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El inserto subclonado (TTL 1,3 Kb) en este vector (0GEM-T) fue luego liberado
mediante digestion con la enzima de restriccion Not / (Promega) y luego subclonado
en el vector de expresion eucariota pTracer (/nvitrogen) con la orientacion sentido

(esquemal ll).

Esquema ll

pTRACER
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El plasmido pTracer posee una particularidad muy atractiva como vector de
expresion, ya que posee subclonado el gen de la proteina "Green Fluorescent Protein"
(GFP) [179]. La propiedad sobresaliente de esta proteina es la emisién de
fluorescencia que manifiesta cuando es iluminada con luz UV (385 nm). La
transcripcion de este gen en el plasmido pTracer esta dirigida por el promotor viral
SV40 y se expresa de manera independiente a los fragmentos subclonados en este
vector. Su expresion resulta de gran utilidad para experimentos de transfecciones
transientes ya que permite identificar la célula que ha incorporado el plasmido cuando
estas se observan en un microscopio de fluorescencia.

La secuencia de la TTL, subclonada en el vector pTracer, fue digerida con las
enzimas Sca | y Eco RV para generar un fragmento de extremos romos de
aproximadamente 900 pb. Este fragmento posee informacién para sintetizar una TTL
carente de actividad, denominada mutante dominante negativa. Dicho fragmento fue
subclonado nuevamente en el vector pTracer en ambas orientaciones: sentido y
antisentido (ver esquema lll). La orientacién sentido codifica para la TTL mutante
dominante negativa y la orientacion antisentido genera ARN antisentido al ARNm de la
TTL mutante. La sintesis de las secuencias de ARN antisentido y de la TTL mutante
esta gobernada por el promotor CMV, el cual produce elevados niveles de expresion

en forma constitutiva.
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Analisis mediante inmunocitoquimica de la expresion de la TTL de
secuencia completa (sentido) y la mutante dominante negativa en

cultivo de células CHO-K1

Si bien no tuvimos un interés especial en sobreexpresar la TTL sentido para
estudiar el rol funcional de esta proteina, se llevé a cabo su expresién como control
metodoldgico para los experimentos de expresion de la TTL mutante dominante
negativa. La expresion de las TT-ligasas, sentido y mutante dominante negativa, fue
verificada por métodos inmunocitoquimicos utilizando el anticuerpo policlonal contra la
TTL. Luego de 48 hs post-transfeccion, las células fueron fijadas y procesadas para
detectar la TTL (ver Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 1. En el panel A se observan las células presentes en el campo mediante
microscopia de contraste de fase. En el panel B se puede identificar cual es la célula
que ha sido transfectada a juzgar por la expresion de la GFP. En el panel C se
muestra la inmunofluorescencia, para el mismo campo, obtenida con el anticuerpo
anti-TTL. Se observa una fuerte intensidad de fluorescencia en la célula transfectada
en comparacion con células no transfectadas. La fotografia es una muestra
representativa de los campos analizados. Estos resultados muestran que el vector
pTracer recombinante, obtenido como se describid, expresa la enzima TTL cuando se

introduce por transfeccion en células CHO-K1.

Contraste de fase GFP Ligasa sentido

Fig. 1. Expresion de la ligasa mutante dominante negativa. Panel A: contraste de fase;
Panel B: fluorescencia de la GFP; Panel C: inmunofluorescencia obtenida con el

anticuerno anti-linasa.

La expresion de la TTL mutante dominante negativa, se verificd siguiendo el
mismo procedimiento utilizado para la TTL sentido, observando la correlacion entre las
células transfectadas y la intensidad de fluorescencia obtenida con el anticuerpo anti-
TTL. En la figura 2, panel A, se muestra la imagen de las células presentes en el

campo, mediante microscopia de contraste de fase. En el panel B se puede identificar
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cual es la célula que ha sido transfectada a juzgar por la expresiéon de la GFP, y en el
panel C la inmunofluorescencia para el mismo campo obtenida con el anticuerpo anti-
TTL. La marcada intensidad de fluorescencia obtenida con el anticuerpo anti-TTL en la
célula transfectada indica que la mutante dominante negativa se expresa en este tipo

de células.

Contraste de fase GFP Ligasa mutante

Fig. 2. Expresion de la ligasa mutante dominante negativa.
Panel A: contraste de fase; Panel B: fluorescencia de la GFP; Panel C: inmunofluorescencia

obtenida con el anticuerpo anti-TTL

Analisis del nivel de tirosinacién de los microtubulos en las células
transfectadas con ADNc de la TTL mutante dominante negativa y con

un ADNc antisentido

Los efectos de la expresion en células en cultivo de la TTL mutante dominante
negativa y del ARN antisentido fueron estudiados mediante inmunocitoquimica
analizando el grado de detirosinaciéon de los microtubulos de las células transfectadas.
Las células fueron fijadas 48 hs post-transfeccion y procesadas tal como se detalla en
Materiales y Métodos. Para la inmunocitoquimica se utilizé un anticuerpo (anti-Glu)
que reconoce la isoespecie de tubulina detirosinada. En la figura 3, panel A, se

observan dos células verde fluorescentes la cuales fueron transfectadas con el ADNc

Fig. 3. Inmunofluorescencia para
tubulina detirosinada en células
transfectadas con ADNc para la
ligasa mutante. Panel A,
fluorescencia de la GFP; Panel
B, inmunofluorescencia para
tubulina detirosinada. Las
flechas senalan las células
transfectadas, el asterisco
algunas células no
transfectadas.
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para la TTL mutante; en el panel B se muestra el grado de detirosinacion de los
microtubulos de la células correspondiente al mismo campo. Se puede observar que
el grado de detirosinacion de los microtubulos de las células transfectadas (Fig. 3B,
), aparentemente, no difiere cualitativamente del de las células no transfectadas
(Fig. 3 B,). Debe senalarse que hay un considerable grado de variabilidad de la
fluorescencia dentro de la poblacion de las células transfectadas asi como en las no
transfectadas.

Una situacion similar se observd con la expresion del ARN antisentido. Las
células transfectadas con dicha construccion tampoco revelaron un aumento
apreciable en el grado de detirosinaciéon de los microtubulos. En la figura 4, panel B,
se puede observar que ninguna de las células transfectadas (ver Fig. 4, panel A, GFP
positivas) con ADNc antisentido manifiestan un incremento apreciable en la

detirosinacion de sus microtubulos (célula transfectada , célula no transfectada ).

Fig. 4. Inmunofluorescencia para tubulina detirosinada en células
transfectadas con ADNc antisentido. Panel A: fluorescencia de la GFP;
Panel B: inmunofluorescencia para tubulina detirosinada. Células

transfectadas () , algunas células no transfectadas ().

Medida de la actividad tirosina ligasa en extractos de células
transfectadas con ADNc de: TTL sentido, TTL mutante dominante

negativa y TTL mutante antisentido

Si bien en células transfectadas con la TTL mutante dominante negativa o TTL
antisentido no se observd, mediante inmunocitoquimica, un aumento de la tubulina
detirosinada, decidimos determinar si la actividad de la TTL estaba afectada o no por
estas construcciones. Para esto, se midid la actividad tirosina ligasa en condiciones de
velocidad inicial en los extractos citosdlicos de las células transfectadas con las

construcciones antisentido, mutante dominante negativa y TTL sentido. Las células
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fueron entonces transfectadas y a las 48 hs post-transfeccion se cosecharon y
procesaron para obtener la fraccion citosodlica siguiendo el procedimiento descripto por
Forrest et. al. [168]. La actividad de la enzima se determiné midiendo la incorporacion
de tirosina-[*C] en tubulina. Para la reaccion de incorporacion se utilizd como sustrato
tubulina agregada exdégenamente a la mezcla de reaccion. La tubulina fue obtenida de
cerebros de ratas de tres meses, edad en que la isoespecie detirosinada esta
enriquecida [137]. Los resultados de incorporacion de la tirosina-['*C] en los extractos

de las distintas células transfectadas se muestra en la figura 5.

Tirosina-["*C]
incorporada (cpm x
10%/5.8 10° células)

i n

control sentido mutante  antisentido

Fig. 5. Determinacion de la actividad tirosina ligasa en extractos solubles de células CHO K-1
transfectadas. Células CHO-K1 transfectadas con el vector sin inserto (control), con ADNc de: la ligasa
sentido (sentido), la ligasa mutante dominante negativa (mutante), ligasa mutante con orientacién
antisentido (antisentido) fueron procesadas como se describe en Materiales y Métodos para obtener sus
extractos citosolicos. Las barras representan el valor promedio de tres determinaciones independientes

con sus respectivas desviaciones estandar .

Como se observa en el grafico, los niveles de actividad ligasa de los extractos
citosdlicos de las células transfectadas con ADN antisentido y con la mutante
dominante negativa muestran una menor actividad de la tirosina ligasa con respecto al
control (células transfectadas con el plasmido sin inserto). Si la disminucion de la
actividad de la TTL va acompanada de un menor grado de tirosinacién de la tubulina,

este efecto no fue detectado por la técnica de inmunocitoquimica.
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Efecto de la expresiéon de la TTL mutante dominante negativa y ARN

antisentido sobre la proliferacién celular

En el transcurso de nuestras investigaciones, un equipo de investigadores
franceses y alemanes publicaron un trabajo en el que presentan algunas evidencias
de que la TTL podria ser una proteina supresora de tumores [170]. Los genes
supresores de tumores son una familia de proteinas reguladoras de la proliferaciéon
celular cuya pérdida de su funcion predispone, al desarrollo de tumores [180,171].
Una de las funciones importantes de las proteinas supresoras de tumores es la de
regular la actividad de los genes encargados de estimular la proliferacion celular
(proto-oncogenes) [181]. El bloqueo de la expresion de los genes supresores de
tumores estimulan la proliferacién celular.

Dado que encontramos una disminucion de la actividad de la TTL en los
extractos citosolicos de las células transfectadas con ADNc antisentido como asi con
ADNCc de la mutante dominante negativa, decidimos verificar si la TTL posee la funcién
de una proteina supresora de tumores para lo cual examinamos el fendmeno de
proliferacion celular en las células transfectadas. A 72 hs post-transfeccion,
observamos que el color de los medios de cultivo se tornaba amarillo en las células
transfectadas con TTL antisentido y con la TTL mutante dominante negativa, no asi en
las células controles. El color amarillo del medio de cultivo es debido a un cambio del
pH hacia la acidez. Este fendbmeno de cambio de pH es caracteristico en los medios
de cultivo cuyas células se encuentran con alta actividad de division celular. El color
del medio de cultivo de las células controles permanecia con un ligero color fucsia, el
cual indica un pH cercano a 7. Ante esta observacidn decidimos averiguar si esta
diferencia de coloracién en el medio de cultivo se correspondia con un aumento en el
numero de células. Para ello se procedié a contar en una camara de Neubauer, el
numero de células presente en cada capsula utilizando el colorante de viabilidad

Tripan-Blue. En la figura 6 se muestran los resultados obtenidos.
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Fig. 6. Efecto de la expresion de ligasa mutante y antisentido sobre la proliferacion
celular. Células CHO-K1 transfectadas con: vector pTracer solamente (control),
ADNCc de la ligasa mutante dominante negativa (mutante) y ADNc antisentido de la
ligasa mutante (antisentido). Los valores de las barras representan el promedio de

tres determinaciones independientes y su desviacion estandar.

Los resultados obtenidos muestran que el numero de células transfectadas con
ADNCc de la mutante dominante negativa o ADNc antisentido es superior al numero de

células transfectadas con el vector solamente, después de 72 hs de cultivo.

Analisis inmunocitoquimico de la proliferacion de células
transfectadas con ADNc de la mutante dominante negativa y ADNc

antisentido
Dado que encontramos un aumento en el numero total de células
presentes en las capsulas de células transfectadas con ADNc anti-TTL como asi con
ADNCc de la TTL mutante dominante negativa con respecto al de las células controles,
quisimos conocer si a 72 hs postransfeccion habia aun células en divisién celular en
los casos de transfecciones con ADNc antisentido o mutante. Para ello se utilizé un
anticuerpo anti-tubulina el que, en caso de divisidbn celular permite observar la
presencia del huso mitatico.
Los ensayos de inmunofluorescencia realizados a 72 hs post-trasfeccion

mostraron que las células que expresan tanto ARN de TTL antisentido (Fig.7, panel A)
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como la mutante dominante negativa (panel B) mantenian un marcado efecto de

proliferacion en comparacion con las células controles (Fig. 7, panel C). Las flechas

blancas en los paneles de la Fig. 7 indican células en mitosis.

Fig. 7. Inmunofluorescencia contra tubulina 72 hs post-transfeccion. A: células transfectadas con ligasa
antisentido; B: células transfectadas con la ligasa mutante; C: células transfectadas con el vector sin
inserto. Las fechas blancas indican células en mitosis.

66



DISCUSION

67



Discusion

En este trabajo de tesis se realizaron estudios moleculares y funcionales acerca

de una de las enzimas que participa en la reaccidn de tirosinacion postraduccion de la
tubulina, la tubulina tirosina ligasa (ver Introduccion, Fig. 2 y 3). Los aspectos
experimentales mas importantes de este trabajo fueron los siguientes: a) obtencion de
un anticuerpo anti-TTL; b) determinacién inmunocitoquimica de los niveles de proteina
TTL en musculo esquelético de rata durante el desarrollo del animal; ¢) determinacién
de la expresion y distribucion del ARNm de la enzima en tejido muscular mediante
hibridizacion in situ, d) aislamiento del gen de la TTL de rata e) determinacién del
efecto de la inhibicion de la actividad de la TTL enddégena en células en cultivo
transfectadas con distintas construcciones plasmidicas, sobre el estado de tirosinaciéon

de la tubulina y la divisién celular.

Regulacién de la expresion de la TTL en musculo esquelético de rata

Los experimentos relacionados a los aspectos de los puntos a), b) y c) fueron
llevados a cabo con el propdsito de completar estudios previos relacionados con la
actividad de la enzima TTL en el tejido muscular [155]. En la mayoria de los tejidos de
las especies donde la actividad de la TTL fue determinada, se ha observado que ésta
es elevada en estadios tempranos y disminuye paulatinamente a lo largo del
desarrollo del animal [169]. Si bien en animales adultos, el cerebro es el tejido con
mayor actividad de TTL, en estadios embrionarios el tejido muscular posee niveles
superiores para dicha actividad [169]. Por otra parte en nuestro laboratorio se
encontré que la actividad de la TTL de musculo esquelético de rata, es maxima a un
dia de edad y decrece continuamente hasta alcanzar un valor constante a partir del
mes de vida del animal [155]. Otros autores [169] han observado que la actividad de la
TTL de musculo esquelético de pollo, posee un pico de actividad alrededor del dia 12
de gestacién. A partir de ese dia, los valores de actividad disminuyen marcadamente.
También, fue demostrado [169] que la baja actividad de la TTL en pollo adulto no es
debido a la presencia de inhibidores presentes en el extracto de musculo. En conjunto,
estos resultados y los obtenidos por nuestro laboratorio sugieren que la actividad de la
TTL es de importancia en estadios tempranos del desarrollo del tejido muscular. Uno
de los objetivos de este trabajo de tesis fue estudiar cual es la causa del descenso de
la actividad de la TTL en funcion del desarrollo del tejido muscular. Para esto se

deteminaron las variaciones en los niveles de la proteina TTL y de su ARNm en el

68



Discusion
tejido muscular de rata durante el desarrollo, a fin de comparar estas variaciones con
los valores de la actividad enzimatica determinada previamente en extractos solubles.
Para tal fin propédsito, fue necesario inicialmente contar con las herramientas
moleculares, tales como un anticuerpo anti-TTL y sondas de ADN o ARN, que nos
permitieran determinar el nivel de la proteina tubulina tirosina ligasa y de su ARNm
respectivamente.

La produccion de un anticuerpo policlonal anti-TTL se llevoé a cabo inyectando
en conejos un polipéptido recombinante de 185 aminoacidos correspondientes a la
porcién terminal amino de la secuencia codificante de la TTL, fusionado a la secuencia
de aminoacidos completa de la glutation S-transferasa. Los resultados obtenidos
demuestran que el suero de los animales inmunizados reconoce a la TTL de rata ( ver
Fig. 2 del capitulo Il). Este suero anti-TTL se utilizd para determinar los niveles de la
proteina TTL en musculo esquelético de rata durante el desarrollo del animal. Los
resultados obtenidos mostraron que la variacion en los niveles de proteina TTL son
semejantes a los obtenidos por medicion la actividad enzimatica de dicha proteina
[155]. Este resultado muestra que los niveles de actividad enzimatica de la TTL son
directamente proporcional a los niveles de proteina correspondiente. Para conocer si
la disminucion en os niveles de proteina con el desarrollo era 0 no debido a una
disminucién en el nivel de ARNm, realizamos hibridizaciones in situ en criocortes de
musculo de la pata trasera de animales de distintas edades. Los resultados indicaron
que en periodos embrionarios y post-natales, los niveles detectados del ARNm de la
TTL fueron claramente superior que en el tejido adulto (ver Fig. 4 del capitulo II).
Tomados en conjunto, estos resultados indicarian que la actividad de la TTL, en tejido
muscular, estaria regulada a nivel de la transcripcién del gen.

El maximo de actividad de la TTL en musculo de pollo puede ser correlacionado
con el momento en que las células precursoras del tejido muscular (mioblastos) cesan
de proliferar para fusionarse y formar miotubos. Para conocer si la disminucién de la
TTL esta relacionada al evento de fusidon celular o si es debida a la influencia del
entorno tisular, determinamos la expresion de la TTL en mioblastos cultivados in vitro.
Con el transcurso de los dias de cultivo, los mioblastos aislados tienden a fusionarse
para formar miotubos. Uno de los parametros morfolégicos de maduracion de estas
estructuras es la actividad contractil que manifiestan aproximadamente al séptimo dia
de cultivo. Con el proposito de conocer el grado de expresion de la TTL en este

evento de fusiodn, se realizaron hibridizaciones in situ en células cultivadas durante
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diferentes periodos de tiempo. Se encontré que la expresion del ARNm de la TTL se
mantuvo aproximadamente constante tanto en estadios tempranos, donde aun no hay
fusion, como en estadios avanzados de maduracion de los miotubos (ver Fig. 5 del
capitulo 11). Otros autores [86] describieron, en ensayos de fusién de una linea
muscular de rata (L6), que la actividad de la TTL sufre un ligero incremento en
estadios de miotubos con respecto al estadio de mioblasto. En conjunto, estos
resultados sugieren que los mecanismos que provocan la caida de la expresion de la
TTL in vivo, no estarian presentes en el cultivo de células in vitro. Ademas, la
regulacion negativa de la expresion de la TTL observada in vivo seria debido,
probablemente, a factores no asociados al evento de fusién. Similarmente, se ha
observado que el patron de expresion de varios isotipos de proteinas propias de tejido
muscular como troponina, miosina y actina en el cultivo de miotubos, también difiere
del observado in vivo, lo que sugiere que el cultivo de mioblastos carece de uno o mas
componentes esenciales para reproducir el fenotipo observado in vivo [182, 183, 184,
185]. Esta discrepancia podria deberse al origen de las células que forman los
miotubos in vitro. Muchas de las células que forman los miotubos in vitro provienen de
células precursoras satélites, que podrian retener la capacidad de expresar el ARNm
de la TTL aun después de fusionar. Esto seria consistente con la tincion observada
para el mensajero de la TTL en células satélites localizadas en la periferia de las fibras
musculares adultas (ver Fig. 4 del capitulo II).

Debido a la alta expresién del ARNm de la TTL encontrada en estadios
tempranos de la maduracién del tejido muscular, la TTL podria ser requerida en este
tejido para mantener a la tubulina en su forma tirosinada, una caracteristica tipica de
los microtubulos dinamicos [145, 186, 205, 187]. Hemos observado que el
citoesqueleto de los mioblastos en cultivo posee tubulina tirosinada, no asi el de los
miotubos (ver Fig. 7 del capitulo Il). Los mioblastos de la linea celular L6 poseen una
densa red de microtubulos tirosinados [86] sensibles a drogas depolimerizantes, lo
cual coincide con la presencia de microtubulos dinamicos. Sin embargo, cabe
mencionar que la tirosinacion o detirosinacion de la tubulina no parece ser la causa de
la dinamica del microtubulo. Mas bien, el dinamismo de los microtubulos junto con las
actividades relativas de la enzimas TTL y tubulina carboxipeptidasa, determinarian el
grado de tirosinacion de la tubulina. La detirosinacion de la tubulina es un evento
asociado con la estabilizacién del microtubulo y con el ensamblaje de citoesqueletos

diferenciados. En mioblastos la TTL podria ser esencial para la funcién de los
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microtubulos dinamicos mientras que su expresion es solo marginal en citoesqueletos

con una alta proporcion de microtubulos detirosinados.

Clonado del ADNc de la TTL de rata y analisis de su secuencia de

nucleétidos

Para llevar a cabo estudios tendientes a dilucidar el rol funcional de la TTL en
células en cultivo, se decidid en primer lugar aislar su ADNc. Con esta herramienta se
realizaron construcciones que tenian por finalidad disminuir la actividad de la TTL en
el citoplasma de células en cultivo. Para el rastreo del ADNc de la TTL de rata en una
libreria de expresion de bulbo olfatorio, se utilizé6 una sonda que consistié de 385 pb 5°
del codon de inicio de la traduccion ATG, obtenida mediante RT-PCR con
oligonucledétidos homdlogos a la TTL de cerdo. A partir de 300.000 clones se detecto
un clon positivo, lo que refleja un bajo nivel de expresion del gen en las células de
este tejido.

La confirmacién de que el ADNc aislado correspondia al de la TTL fue realizada
mediante comparacion del grado de homologia de la secuencia de nucledtidos de la
TTL de rata con la de cerdo [160]. Se observé una alta homologia entre estos ADNc
(86%). El tamafio de ADNc aislado correspondiente a la TTL fue de aproximadamente
4,5 kb del cual se secuenciaron 1246 pb correspondientes a la region codificante.
Merece destacarse la presencia de regiones no traducidas de gran tamafio respecto a
la region codificante. De los 4,5 kb de este ADNc, aproximadamente 3,3 Kb
corresponden a secuencias no traducidas. No hemos realizados experimentos
tendientes a conocer cuanto corresponden a las regiones 5 y 3". En cerebro porcino,
el ADNc de la TTL posee aproximadamente 3 Kb de region 3" no traducida [160]. Se
ha observado que secuencias 3" no traducidas largas, presentes en algunos ARNm,
estan involucradas en funciones tales como transporte del mensajero a regiones
especificas del citoplasma, estabilidad y regulacion de la traduccion [ver reviews 188,
189] . Si el ARNm de la TTL incluye en la porcion no traducida algunas de las
funciones mencionadas, queda aun por determinarse.

La secuencia de aminoacidos de la TTL (377 aminoacidos) que hemos
determinado en este estudio, fue comparada con las secuencias de las TT-ligasas
porcina, bovina y una pequefia porcion de secuencia traducida del ADNc de ratén

[160]. Se vi6 que la TTL de rata posee una alta homologia (alrededor del 91%) con
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cualquiera de las tres TT-ligasas mencionadas. Solamente los 15 residuos de la
region terminal carboxilo de la TTL de rata presenta una divergencia moderada con
respecto a las secuencias de cerdo y bovina (ver alineamiento multiple en el capitulo
II). Los datos de homologia de la secuencia de aminoacidos de la TTL indican que es
una enzima muy conservada en eucariotas superiores con lo que se podria especular
que su funcion podria ser de importancia.

La secuencia del aminoacidos de la TTL también se analizdé con programas de
computacion que detectan diferentes motivos de secuencias consenso, presentes en
el bancos de motivos “PrositeQ para posibles modificaciones post-traduccion. El
resultado de la busqueda mostré que la proteina posee varios sitios potenciales para
modificaciones post-traduccion. Estas modificaciones son: N-glicosilacion, fosforilacion
por quinasas dependientes de cAMP o cGMP, por proteina quinasa C, y por caseina
quinasa Il. Incluye ademas sitios internos de miristoilacion. Al presente no se han
estudiado ninguna de estas potenciales modificaciones post-traduccién mencionadas.

En la busqueda en bancos de genes de proteinas homdlogas a la secuencia de
aminoacidos de la TTL de rata se encontraron ocho secuencias de aminoacidos
(tedricas) con homologia al gen de la TTL de rata: tres secuencias en humanos, dos
deducidas de ADN gendémico y una de ARNm de la linea celular mieloide KG-1, tres
para C. elegans y una para Saccharomyces pombe y S. cerevisiae, respectivamente.
De estos genes sin caracterizar aun, algunos poseen una porcion terminal amino de
longitud variable que no conservan homologia en absoluto con el gen de la TTL de
rata. Tal es el caso de los tres genes del nematodo C. elegans, una secuencia
humana y la secuencia de la levadura S. cerevisiae. Estas porciones fueron
eliminadas al momento de realizarse un alineamiento multiple entre todas las
secuencias de las TT-ligasas.

La presencia de una proteina con actividad de tirosina ligasa en levaduras,
inferida del secuenciamiento del genoma de las levaduras de S. pombe y S.
cerevisiae, es motivo de controversia por lo que se requeriran mas experimentos para
descartar o demostrar su existencia. Los estudios en S. cerevisiae [190] fueron
incapaces de detectar actividad de esta enzima. Aparentemente en levaduras no
existe actividad de la tubulina carboxipeptidasa [191]. La ausencia de esta enzima
dejaria sin sentido la expresion de la TTL ya que los dos genes de la a-tubulina de

esta levadura codifican para la tirosina en su C-terminal.
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La alineacion multiple de las secuencias de las TT-ligasas parciales teoricas
(SLPT) y las caracterizadas, revelé que las SLPT poseen una homologia en bloques
entre ellas y con las TT-ligasas caracterizadas. Debido a esto, empleamos un
programa que busca motivos conservados entre las secuencias en estudio. El
programa no incluyé busqueda de estos motivos teniendo en cuenta las separaciones
o “gapsOpor lo que es probable que puedan existir mas de los obtenidos, teniendo en
cuenta que pueden haber motivos con ligeras inserciones o deleciones en
comparacién con las demas secuencias. Se detectaron 10 motivos en la mayoria de
las SLPT los que en general conservan el orden y el espaciamiento que existe en las
TT-ligasas caracterizadas. Esto contribuye a reforzar la hipdtesis de que las
secuencias tedricas correspondan a las verdaderas secuencias de la “TT-ligasasOde
las especies en cuestion.
La TTL, en la reaccion de tirosinacion de la tubulina, hidroliza una molécula de
ATP vy requiere ademas de los iones Mg®* y K*. Si bien los aminoacidos de la TTL
involucrados en el reconocimiento de ATP no han sido identificados, se ha encontrado
en ensayos de “cross-linkingOcon ATP radiactivo que esta molécula se une a la
porcidn de la TTL que reconoce a la B-tubulina. En relacién a esto, una publicacion
reciente [175] ha mostrado, mediante alineamiento multiple, que tanto las TT-ligasas
caracterizadas como algunas teoricas comparten motivos estructurales con proteinas
que forman ADP, tal como la glutation sintetasa. Estos motivos estructurales estan
involucrados en el reconocimiento de la molécula de ATP y el ion Mg?*. Esto fue
determinado utilizando datos de cristalografia de rayos X en proteinas de esta familia
[175]. Los aminoacidos claves para la interaccion con la molécula de ATP y/o con el
ion Mg®* estan indicados en el alineamiento muiltiple con asteriscos sobre los
aminoacidos de las proteinas que forman ADP tal como la glutation sintetasa
(GSHasa), biotina carboxilasa (BC) y D-alanina-D-alanina ligasa (DDligasa) (ver
alineamiento multiple en el capitulo Il). Estas secuencias estan alineadas sobre el
alineamiento multiple de las secuencias de las TT-ligasas. En el alineamiento se
puede observar que los aminoacidos marcados con asteriscos se conservan también
en tres secuencias no incluidas en ese trabajo [175]. Estas son: la secuencia de 662
pb del nematodo C. elegans, la secuencia humana (ll) y humana (lll). En estas
secuencias se puede observar en el alineamineto multiple que de 13 aminoacidos
claves para el reconocimiento de ATP/Mg?* se conservan el 85 % de los residuos para

las dos primeras secuencias y el 92 % para la ultima. De los 13 aminoacidos, 5 de
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ellos se encuentran en la region catalitica de la enzima. Teniendo en cuenta los
ensayos de “cross-linkingOcon ATP radiactivo no se puede descartar la posibilidad de
que estos ultimos residuos contribuyan principalmente a la interaccién con el ion Mgz”.
Otro aspecto del andlisis de estos ultimos 5 aminoacidos es que se encuentran
conservados en la secuencia de 662 pb del nematodo C. elegans. Se debe tener
presente que el genoma de C. Elegans ha sido completamente secuenciado y que la
actividad de la TTL ha sido detectada en este organismo [192].

Considerando el grado de homologia de las secuencias tedricas con las
secuencias de las TT-ligasas caracterizadas (de rata, cerdo y bovina) y el hecho de
que existen mas de una secuencia en C. elegans y en humanos, cabe la posibilidad
de que puedan existir dos o mas isoespecies de esta enzima dentro de un mismo

organismo.

Expresion en células en cultivo de un ARN antisentido y una mutante

dominante negativa del gen de la TTL

El clonado del ADNc de la TTL nos permitid realizar construcciones en un
vector de expresion tendientes a investigar el papel funcional de la TTL dentro de la
célula. Se realizaron estudios para observar si la disminucién de la actividad de la TTL
tiene alguna influencia sobre la morfologia, grado de tirosinacion de la red
microtubular y divisiéon celular. Con este objetivo se disefid un procedimiento
experimental que incluyd la construccion de una mutante dominante negativa y un
ADN antisentido anti-TTL para transfectar células en cultivo. La mutante dominante
negativa fue disefiada para competir con la TTL enddgena por la tubulina detirosinada.
La construccién antisentido impediria la traduccién del ARNm de la TTL en las células.
Estas construcciones fueron subclonadas en un plasmido de expresion eucariota
(pTracer) y ensayadas en la linea celular CHO-K1 mediante experimentos de
transfeccion. La verificacion de la expresion de la TTL mutante (ver Fig. 2 del capitulo
[ll) se llevd acabo mediante inmunocitoquimica tomando como control positivo la
expresion de la TTL de secuencia completa (ver Fig. 1 del capitulo III).

En contra de lo esperado, el nivel de tubulina detirosinada (determinada
mediante inmunocitoquimica) de los microtubulos de las células transfectadas con la
TTL mutante, fue similar al encontrado en células transfectadas con el vector sin

inserto. Las células transfectadas fueron identificadas por la expresion de la proteina
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verde fluorescente (ver Fig. 2 del capitulo Ill). Un resultado semejante fue obtenido
con las células que fueron transfectadas con el ADN anti-TTL.

Los resultados obtenidos parecieran indicar que la actividad de la TTL no fue
significativamente afectada. Sin embargo, esto podria no ser asi. Es conocido que la
carboxipeptidasa es una enzima relativamente poco activa, mientras que la TTL es
muy activa. De modo que si la inhibicion de la TTL fue solo parcial, cabe la posibilidad
de que la célula disponga aun de suficiente TTL como para mantener el “poolOde
tubulina a un nivel de tirosinacién similar al encontrado en células no transfectadas.
Por esta razon se resolvid determinar in vitro, la actividad de la TTL en extractos
citosdlicos de cada una de las siguientes condiciones de transfeccion: a) mutante
dominante negativa, b) ADN anti-TTL, c¢) TTL de secuencia sentido y d) plasmido sin
inserto. Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de la TTL en extractos de
células transfectadas con la mutante dominante negativa y ADN anti-TTL fue
significativamente menor que la encontrada en células controles (ver Fig. 4 del
capitulo Ill). Si esta caida en la actividad de la TTL afecta el estado de detirosinacién
de la tubulina, esto no pudo ser observado por el método inmunocitoquimico.

Tal como se menciond, en el transcurso de este trabajo, un grupo de
investigadores alemanes y franceses encontraron algunas evidencias experimentales
donde muestran que la TTL podria tener el rol de proteina supresora de tumores
[170]. Los autores muestran que la expresion de la TTL se encuentra notablemente
inhibida en tejidos tumorales. Este comportamiento es caracteristico de las proteinas
supresoras de tumores. Los genes supresores de tumores son una familia de
proteinas reguladoras cuya pérdida de su funcién, predispone al tejido celular donde
se encuentran, al desarrollo de tumores [171]. Las proteinas supresoras de tumores
regulan negativamente el sistema de control del ciclo celular, ya que operan de
manera opuesta a la actividad de los genes encargados de estimular la proliferacion
celular (proto-oncogenes) [193]. Los genes supresores de tumores son genes de
caracter recesivo, es decir, dentro de una célula ambas copias del gen en cuestion
deben estar ausentes o mutadas para que la célula manifieste el fenotipo tumoral
[172].

Sobre la base de estos resultados y el hecho de haber encontrado una
significativa disminucién de la actividad TTL en extractos de células transfectadas con
la mutante dominante negativa y ADN anti-TTL, se resolvid determinar si estas

transfecciones afectaban la proliferacién celular. Para ello la cantidad de células
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transfectadas con la mutante dominante negativa y con ADN anti-TTL, despues de 72
hs postransfeccion, fue comparada con la cantidad de células transfectadas con el
plasmido sin inserto. El resultado obtenido (ver Fig. 6 del capitulo Ill) indica que,
efectivamente, la cantidad de células presentes en las condiciones de transfeccion
con ADN anti-TTL o con la mutante dominante negativa es notoriamente superior a la
obtenida con células transfectadas con el plasmido sin inserto (control). La cantidad
de células obtenidas en cada caso se correlaciona de manera inversa con los valores
de actividad de la TTL. Si el incremento de la proliferacion celular se debe a una
menor actividad de la TTL para incorporar tirosina en tubulina, es claro que su efecto
no es detectado mediante la determiacion de tubulina detirosinada de los microtubulos
por el método de inmunocitoquimica. Especulativamente, la inhibicion parcial de la
TTL en el citoplasma de las células transfectadas origina una acumulacion de tubulina
detirosinada en un determinado tiempo; ¢ podria participar esta isoespecie de tubulina
en alguna medida en el fendmeno de proliferacion celular?. Otra especulacion,
aunque mas improbable, seria que la TTL actue sobre otros componentes celulares
aun no descriptos. Estos componentes, los cuales censarian con gran precision los
niveles de la disminucion de la actividad tirosina ligasa en la célula, actuarian como
segundos mensajeros en el fendmeno de proliferacion celular. Nuestros resultados
acerca del fendmeno de proliferacion celular, no estan en contraposicién con la
hipétesis de que la TTL posea la funcion de una proteina supresora de tumores.

Para conocer si aun existian células en estado proliferativo a las 72 hs
postransfeccion, se realizaron experimentos de inmunocitoquimica empleando el
anticuerpo anti-tubulina que permite identificar los microtubulos del huso mitético de
las células en division. Los resultados mostrados en la Fig. 7 del capitulo Il indican
que, en efecto, a las 72 hs post-transfeccion aun permanecen células en estado de
proliferacion celular. Cabe aclarar que las células CHO-K1 alcanzaron a las 72 hs de
cultivo la confluencia celular pero esto no les representa un impedimento para seguir
proliferando ya que son células transformadas y no manifiestan inhibicion por contacto
[194]. La frecuencia de células en proliferacion fue considerablemente mayor tanto en
células transfectadas con anti-TTL como con la mutante dominante negativa en
comparaciéon con las células controles.

Un dato de la inmunocitoquimica que merece ser sefalado es el siguiente: no
se encontraron diferencias en la cantidad de células en division que expresaban la

proteina verde fluorescente (GFP) en los casos de células trasnfectadas con ADNc
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antisentido y mutante dominante negativa, en comparacion con las células en division
de la células trasnfectadas con el plasmido sin inserto (control). Cabe recordar que las
células transfectadas podian ser identificadas mediante la expresién de la GFP (ver
esquema |l del capitulo IIl). En el control se encontraron pocas células en divisién y en
un numero relativamente escaso de ellas se observo la expresion de la GFP. En la
condicion con anti-TTL y mutante dominante negativa se encontraron mas células en
division y proporcionalmente un mayor numero de ellas expresaban la GFP. Es decir,
cualquiera sea la condicion de transfeccion, la expresion de la GFP en las células en
division era proporcional al numero de las mismas. La ausencia de un mayor numero
de células en division que expresen la GFP para el caso de las células transfectadas
con anti-TTL o con la mutante domiante negativa podria deberse a las siguientes
razones:La células transfectadas fueron estimuladas a dividirse y, debido a las
sucesivas divisiones, no fue posible observar la expresion de la GFP a las 72 hs

postransfeccion.
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Transfeccion con ADN anti-TTL o
con una mutante dominante
negativa para la TTL

l 24 hs post-transfeccién

ACTIVACION DE LA
PROLIFERACION

a \
DIRECTA INDUCIDA
D N divisiones

72 hs post-transfecciéon

a) Las células transfectadas (GFP™) fueron estimuladas a dividirse y, debido a
las sucesivas divisiones, no fue posible observar la expresion de la GFP a
las 72 hs post-transfeccion.

b) Las células transfectadas (GFP™) inducen a las células no transfectadas
(GFP’) a dividirse

c) Que operen ambas posibilidades: ay b.

Una representacion esquematica de estas posibilidades se muestra a continuacion.
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Corroborar cual es el mecanismo por el cual se manifiesta el fendmeno de
division celular seria un resultado esclarecedor para apoyar o descartar la hipétesis de
que la TTL sea una proteina supresora de tumores. El mecanismo (a) seria el que
apoyaria dicha hipoteis mientras que el (b) seria un mecanismo en contra de la misma
ya que, al presente, no se conocen proteinas supresoras de tumores que actuen por
un mecanismo en trans.

Existen antecedentes experimentales que indican que cuando se bloquea la
actividad de la TTL en células en cultivo, se acumula la isoespecie detirosinada de la
tubulina [147]. Los autores de este trabajo microinyectaron células en cultivo, con un
anticuerpo anti-TTL. Posteriormente relizaron una inmunotincién las células con un
anticuerpo que reconoce a la tubulina detirosinada. El resultado de este experimento
mostré una ceélula en mitosis con un inusual huso mitético enriquecido en tubulina
detirosinada. Debido a lo expuesto, los autores sugirieron que la TTL no seria una
proteina esencial para la division celular. Este resultado esta relacionado en alguna
medida con los resultados que se muestran en el presente informe. Si bien el
experimento de microinyeccion mencionado anteriormente no fue realizado con rigor
estadistico, resulta probable, a la luz de las evidencias experimentales actuales, que
los mecanismos de control de la division celular de la célula microinyectada hayan
sido afectados.

Previamente se habia mostrado [168] que en extractos proteicos de las células
CHO-K1, la actividad de la TTL determinada in vitro incrementa durante la fase G1,
alcanza un maximo en la fase de sintesis de ADN, disminuye en la fase S tardia y G2
y alcanza un minimo en la mitosis. Este resultado, publicado en 1978 muestra que la
TTL podria participar en la division celular aunque en ese momento fue correlacionado
con la expresion de la tubulina. Actualmente, a la luz de las recientes evidencias
experimentales, se convierte en un antecedente mas que suma a las sospechas de

que la TTL tiene un rol activo en la divisién celular.
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Soluciones

"Buffer" SM: Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) solucién acuosa conteniendo Mg,SO4 10 mM,
NaCl 100 mM, gelatina 0,01% (p/v).

Buffer de ligasa: Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) conteniendo MgCl, 15 mM, KCI 100 mM,
leupetina 5 pg/mly PMSF 10 pg/ml.

Denhard’t 50 X: solucién acuosa conteniendo Ficoll 1% (p/v), albumina sérica
bovina1% (p/v), polivinilpirrolidona 1% (p/v).

Solucioén de hibridizacion: Solucion de prehibridizacion conteniendo la sonda.

LB: NaCl 1% (p/v), caseina 1% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v).

LB-agar: LB conteniendo agar 1,2% (p/v).

OLB: Tris-HCI 250 mM (pH 8) conteniendo MgCl, 0,25 mM, Hepes 1 M, B-
Mercaptoetanol 50 mM, 100 mM de c/u de los ANTP excepto dATP,150 ng/ul de
hexadeoxinucleoétidos.

PBS: Fosfato de sodio 20 mM (pH 7,4) conteniendo NaCl 150 mM.

Solucién desnaturalizante: Solucion NaOH 20 mM conteniendo NaCl 1,5 M.
Solucion neutralizante: Acetato de amonio 1 M, NaOH 20 mM.

Solucién de prehibridizaciéon: Formamida 50% (v/v), Denhardht 5% (v/v), SSC 4X,
ADN de esperma de salmon 250 pg/ml.

SSC 20 X: NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M (pH 7).

TBE: Tris Base 89 mM, Ac. Bérico 890 mM, EDTA 2 mM.

Anticuerpos primarios

Los anticuerpos que se mancionan a continuacion fueron utilizados en ensayos
de "inmunoblot" 6 inmunofluorescencia.
Anti-tubulina tirosinada (YL1/2): anticuerpo monoclonal de rata (Sera-Lab England).
Anti-tubulina tirosinada (TUB1A2): anticuerpo monoclonal de ratén (Sigma). Anti-
tubulina detirosinada (Anti-Glu): anticuerpo policlonal desarrollado en este laboratorio

siguiendo el método de Gundersen et. al. [144].

Anticuerpos secundarios
Para revelar los anticuerpos primarios se utilizaron los siguientes anticuerpos
secundarios: anti-IgG de conejo y anti-lgG de raton conjugados con FITC y rodamina,

respectivamente; anti-lgG de rata conjugado a rodamina (Jackson Immunoresearch
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Labs, Inc. West Grove, PA); anti-lgG de conejo hecho en cabra, conjugado con

fosfatasa alcalina (Sigma).

Fragmentos de ADNc de la TTL (Lig1 y Lig2)

Los fragmentos de ADN denominados Lig1 y Lig2, cuyas secuencias se
muestran mas abajo, corresponden a la porcion terminal amino de la enzima TTL de
rata. Los mismos fueron amplificados mediante PCR por el Dr. Carlos O. Arregui y fue
la herramienta molecular de partida para iniciar este trabajo de tesis. El fragmento
Lig1 comienza desde el ATG correspondiente al marco de lectura abierto de la TTL de
rata y codifica desde el aminoacido 1 hasta el 148. La seguencia Lig2 codifica desde

el aminoacido 76 hasta el 220.
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Lig1:
ATGTACACCT TCGTGGTGCG CCAGGAGAAT AGCAGCGTCT ACGCCGAGGT CTCCCGGCTG
CTGCTGGCCA CCGGCTACTG GAAGAGGCTG CGGCGGGACA ACCCCAGGTT CAACCTGATG
CTGGGCGGAR GGAACCGACT GCCTTTCGGG AGACTAGGAC ACGAACCTGG GCTGGCACAG
CTGGTGAACT ACTACAGGGG GGCCGACAAA CTGTGCCGCA AAGCTTCCTT AGTGAAGCTA
GTCAAGACCA GTCCGGAACT GTCTGAGTCC TGCTCATGGT TCCCCGAGTC CTATGTGATT
CATCCAACTA ACCTCAAGAC GCCAGTCGCT CCAGCGCAGA ATGGCATCCA GCTTCCGGTC
AGTAACTCCA GGACAGATGA GAGAGAATTC TTCTTGGCTT CTTATAACAG AAAGAAAGAG
GACGGGGAAG GCAACGTTTG GATTGC
Lig 2:
AGTGAAGCTA GTCAAGACCA GTCCGGAACT GTCTGAGTCC TGCTCATGGT TCCCCGAGTC
CTATGTGATT CATCCAACTA ACCTCAAGAC GCCAGTCGCT CCAGCGCAGA ATGGCATCCA
GCTTCCGGTC AGTAACTCCA GGACAGATGA GAGAGAATTC TTCTTGGCTT CTTATAACAG
AAAGAAAGAG GACGGGGAAG GCAACGTTTG GATTGCAAAG TCATCAGCTG GTGCCAAAGG
CGAAGGCATC CTCATCTCCT CAGAGGCGTC AGAGCTTCTG GATTTTATAG ACAACCAGGG
CCAAGTGCAC GTGATCCAGA AATACCTCGA GCACCCTCTG CTCCTCGAGC CCGGTCACCG
CAAGTTTGAC ATTCGAAGCT GGGTCCTGGT TGACCACCAG TATAACATCT ACCTCTACAG
AGAGGGTGTG C
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Expresion de tubulina tirosina ligasa recombinante y produccion de

un anticuerpo anti-TTL

Se generd un anticuerpo policlonal contra una proteina recombinante de la
porcion terminal amino de la tubulina TTL fusionada a la enzima glutation S-
transferasa. Para la expresion de esta porcion de la secuencia de la TTL, de 185
aminoacidos, los fragmentos de PCR Lig1 y Lig2 fueron ligados entre si y subclonados
en el marco de lectura correcto entre los sitios Bam HI y Xho | del plasmido pGEX-4T-
1 (Pharmacia). Dicho vector fue usado para transformar la cepa de E. coli DH5a e
inducir la expresion de la proteina recombinante en 0,1 mM de IPTG durante 5 horas a
37°C. Las bacterias fueron colectadas por centrifugacion a 14.000xg a 4°C, lavadas
con PBS y lisadas mediante sonicacion en presencia de lisozima 300 pg/ml y PMSF
1mM. Luego de incubaciones secuenciales a 37°C durante 30 min con RNAsa y
DNAsa (20 pg/ml) y con 1% (v/v) de TX-100 (30 min a 37°C), el material fue
centrifugado a 10000xg durante 5 min. Las proteinas del sobrenadante y precipitado
fueron analizados por SDS-PAGE. La proteina de fusién (fragmento de TTL mas
Glutation S-transferasa) de 47 kDa se encontré en el precipitado. Para inmunizar
conejos se utilizd aproximadamente 0,5 mg de la proteina recombinante, obtenida por
electroelucion de un SDS-PAGE preparativo, con adjuvante de Freund (1:1 v/v). Una
inyeccion de refuerzo (0,25 mg proteina recombinante, adjuvante de Freund en
relacion 1:1 v/v) fue administrada al mes posterior a la primera inmunizacion. El suero
inmune fue obtenido luego de los primeros 10 dias del refuerzo y periédicamente cada

semana.

Deteccion de la TTL mediante "inmunoblot”

Para la metodologia de "inmunoblot", el tejido en estudio se homogeneizd en
frio en PBS conteniendo PMSF 2 mM. Luego de centrifugar a 100000xg durante 60
min a 4°C, se separo la fraccién sobrenadante y se determiné la cantidad de proteina
utilizando el método de ensayo proteico cuantitativo de Bio-Rad (No de Catalogo 500-
0006. Bio-Rad laboratories,Mississauga, Ontario). Las proteinas fueron separadas
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% [195], transferidas a filtros
de nitrocelulosa y ensayadas con el anticuerpo policlonal anti-TTL (diluciéon de 1/600)

durante 12 hs a 4°C. Los inmunocomplejos fueron detectados usando un anticuerpo
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secundario anti-lgG conjugado a fosfatasa alcalina (1/200) y sustratos BCIP/NBT
[196,197].

Inmunocitoquimica en tejido muscular

Para los experimentos de inmunocitoquimica en tejido muscular, las
extremidades traseras de ratas de 1 y 30 dias postnatal fueron disecadas y el tejido
fue fijado durante 12 hs en paraformaldehido al 4% (p/v) en PBS a 4°C. Luego los
tejidos fueron lavados en PBS, incubados 24 horas a 4°C en sacarosa 30% y
embebidas en Tissue-Tex O.C.T. Compound (Miles Inc.) a -70°C. Criocortes de 15 pm
de espesor fueron colocados en cubreobjetos cubiertos con polilisina, lavados con
PBS, permeabilizados con TX-100 en PBS durante 5 min y bloqueadas con albumina
de suero bovina al 3% en PBS durante 60 min. La incubacion con el anticuerpo
primario se llevo a cabo durante 60 min a 37°C. Para detectar la tubulina tirosinada se
utilizé el anticuerpo monoclonal TUB-1A2 diluido a una concentracién de trabajo de
1/600. Para determinar tubulina detirosinada se utilizé el anticuerpo policlonal,
preparado en este laboratorio (dilucion de 1/100). Se emplearon los anticuerpos
secundarios anti-lgG de conejo y anti-IGg de raton conjugados con rodamina y FITC,
respectivamente. Los anticuerpos secundarios fueron utilizados a una dilucién de
1/70. Las preparaciones fueron incubadas durante 60 min a 37°C. Los portaobjetos
fueron montados en glicerol/Tris-HCI 1 M (pH 8). La visualizacién de los preparados

fue llevado a cabo usando un microscopio de fluorescencia Axioplan (Carl Zeiss, Inc.).

Cultivo primario de tejido muscular

El musculo de las extremidades traseras de ratas recién nacidas fue separado
de la piel, tejido conectivo y hueso y colocado en buffer. El tejido muscular fue cortado
en pequefas porciones, tratado con tripsina al 0,12 % (p/v) durante 20 min a 37°C y
disociado mecanicamente usando una pipeta pasteur. Luego de agregar un volumen
de suero fetal bovino, las células se colectaron por centrifugacion y se resuspendieron
en medio Dulbecco suplementado con 10% suero fetal bovino (Gibco BRL, Burlington,
Ontario). Las células fueron sembradas en cubre objetos cubiertos con laminina (4
mg/cm?) a una densidad de aproximadamente 10° células/ml. El medio de cultivo fue

renovado cada dos dias. Para obtener cultivos ricos en miotubos vy fibras contractiles,

84



Materiales K Meétodos

los cultivos fueron mantenidos en estas condiciones por 1 a 2 semanas previo al

analisis.

Preparacidon de sondas de ARN

Sondas de ARN con orientacién sentido y antisentido a la secuencia del
fragmento de PCR Lig1 fueron sintetizadas mediante transcripcién in vitro. La
secuencia del fragmento Lig1, subclonada en el vector pBluescript, esta flanqueada en
su extremo 3" por el promotor viral T3 y en su extremo 5 por el promotor T7. Dichos
promotores fueron los que determinaron la orientacién sentido o antisentido de la
sonda de ARN. Para la sintesis de dichas sondas se utilizaron dos ARN polimerasas
una de ellas reconoce especificamente el promotor T3 y otra el promotor T7. La
reaccion de transcripcion fue llevada a cabo en un volumen final de 20 pl conteniendo
1 pg de plasmido linealizado, Tris-HCI 40 mM (pH 8), MgCl, 6 mM, DTT 10 mM,
spermidina 2 mM, NaCl 10 mM, RNAsin 0,1U/ul, rATP 1 mM, rGTP 1 mM, rCTP 1 mM,
rUTP 0,65 mM, DIG-UTP (DIG-UTP equivale a digoxigenina acoplado a UTP) 0,35
mM y 40 U de T3 6 deT7 ARN polimerasa (Promega). Luego de incubar la mezcla
durante dos horas a 37°C, el rendimiento de la reaccion de marcacion se determind
analizando el producto mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa
[198]. Las sondas fueron utilizadas a una concentracién de 300 ng/ml.

El ADNc clonado de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH,1.2
kb) [199], utilizado para hacer sondas de ARN de esta enzima, fue provisto por la Dra.

Lisa McKerracher (McGill University, Montreal).

Hibridizaciones in situ

Para las hibridizaciones in situ en secciones, se disecaron las extremidades
traseras de embriones de rata de 19 dias, y de animales de 1 y 30 dias postnatal. Las
secciones se fijaron y colectaron como se describid anteriormente. Las secciones
fueron permeabilizadas con TX-100 0,2% en PBS durante 10 min, lavadas con PBS y
digeridas con 10 pg/ml de proteinasa K (Sigma) en PBS durante 15 min a temperatura
ambiente. Seguidamente, las secciones fueron incubadas con 2 mg/ml de glicina en
PBS y luego con &acido acético 20% durante 15 min. Las muestras fueron
prehibridizadas en una camara humeda con solucidn de prehibridizacién (ver

soluciones) durante tres horas a 65°C. La hibridizacion se realizé a 65°C durante 12

85



Materiales K Meétodos

hs en una solucién de igual composicion que la solucién de prehibridizacion, excepto
que el ADN de esperma de salmén fue sustituido por 300 ng/ml de la sonda marcada
con digoxigenina. Los cubreobjetos fueron lavados una vez con SSC 2X durante 20
min, dos veces en SSC 0,2X y dos veces en SSC 0,1X a la misma temperatura de
hibridizacion. Luego de bloquear los cubreobjetos con una solucion de BSA al 3% en
TBS durante 90 min, los mismos fueron incubados a 37°C durante 60 min con un
anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (dilucion 1/1000). Los
anticuerpos no unidos fueron eliminados mediante lavados con TBS. El producto de la
reaccion fue visualizado usando los sustratos NBT/BCIP de acuerdo a las
instrucciones del manufacturador (Gibco BRL).

Para las hibridizaciones "in situ" de células en cultivo, las células fueron
previamente lavadas con PBS y luego fijadas durante 20 min en paraformaldehido al
4% en PBS. Posteriormente las células fueron lavadas con PBS, permeabilizadas
durante 10 min con TX-100 0,2% en PBS e incubadas con solucion de
prehibridizacion. Los pasos de prehibridizacion, hibridizacién, lavados y deteccién

inmunoldgica se llevaron a cabo tal como se describi6 para los tejidos.

Rastreo en una libreria de ADNc de bulbo olfatorio de rata construida

en el vector AZAP Il (Stratagene)

Para el aislamiento del ADNc de la TTL se utilizd6 una genoteca de expresion de
bulbo olfatorio de rata construida en lambda ZAPIl utilizando oligonucleétidos de
secuencia al azar y de politimina. La genoteca contiene 2.10'° unidades formadoras
de placa por ml, con un tamafo promedio de inserto de 1,2 kb. El protocolo seguido
para este rastreo, fue el que se describe en las instrucciones del manufacturador y en
la literatura [198]. En resumen, 5 ml de |la cepa BB4 de E. Coli, crecida en medio LB a
saturacion, fueron centrifugados y el precipitado resuspendido nuevamente en 2 ml de
medio LB en presencia de Mg>SO4 10 mM, y maltosa 0,02% (p/v). Seguidamente las
células se infectaron con la genoteca para generar aproximadamente 5.10* unidades
formadoras de placa (pfu) sobre capsulas de petri (150 mm) con medio de cultivo LB y
agar al 1,2%. Posteriormente las capsulas fueron incubadas a 37°C durante 4-5 hs.
Transcurrido dicho tiempo se apoyaron sobre la superficie del medio de cultivo filtros
de nitrocelulosa (0,45 um). Cada uno de los filtros fue sumergido durante 5 min en las

siguientes soluciones: solucion desnaturalizante, solucién neutralizante y buffer SSC
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6X. Luego los filtros fueron secados entre papeles Whattman 3MM y se calentaron en
estufa a 80°C durante 90 min. Como sonda para el rastreo del ADNc de la TTL, se
utilizé el fragmento de PCR Lig1 marcado radioactivamente con o-dATP-[*?P] (ver mas
abajo). Los filtros de nitrocelulosa se prehibridizaron a 42°C durante 4 hs en solucién
de prehibridizacion, luego se hibridizé durante 12 hs a la misma temperatura, en 20 ml
de solucién de prehibridizacién conteniendo la sonda radioactiva (1,7.10° cpm/ml).

En un primer rastreo se analizaron 300.000 clones. La confirmacion de los
clones positivos detectados en el rastreo primario se realizO mediante rastreos
secundarios y terciarios a baja densidad de unidades formadoras de placas. Los

clones positivos se conservaron en buffer SM a 4°C en presencia de cloroformo.

Sintesis de sondas radioactivas. Marcado de un fragmento de PCR
con a-dATP-[P*)]

La marcacion radioactiva se llevd a cabo siguiendo el método de "oligo
marcacion" del ADN descripto por Freinberg et. al. 1983 y 1984 [200; 201]. El

fragmento Lig1, utilizado como sonda, fue purificado de geles de agarosa de bajo

punto de fusién. El sistema de incubacion para el marcado contenia: 64 ng del
fragmento precalentado a 95-100°C, OLB 10 pl (ver soluciones), gelatina 2 pl (0,8
mg/ml), Klenow 2 unidades, a-dATP-[*?P] (50 uCi) en un volumen final de 50 pl; la
mezcla se incubd a 37°C durante 4 horas. Posteriormente se midio la incorporacién
del nucledtido radioactivo a la sonda siguiendo el método de precipitacion de acidos

nucleicos descripto segun Maniattis et. al [198] .

Escision in vivo de los clones positivos encontrados usando el
sistema EXASSIST™/ SOLR™

Para el protocolo de escisidon de los clones positivos de lambda ZAPII se siguio
estrictamente las indicaciones del manufacturador de la genoteca (Stratagene).
Brevemente, las cepas de E. coli XL1Blue MRF’ y SOLR fueron crecidas a saturacion
en medio LB. Ambos cultivos se diluyeron 1/100 y se volvio a crecer hasta ODgyo = 1.
La cepa XL1Blue (200 pl) fue infectada con el fago positivo (1.10° particulas de fago)
conjuntamente con el fago “helperOVCM. (1.10° pfu/ml). La mezcla fue incubada a

37°C durante 15 min. Seguidamente se le agregdé 2 ml de medio LB y fue incubada
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por 3 hs mas. El preparado se centrifugd durante 15 min a 2000xg y el sobrenadante
fue transferido a un nuevo tubo el cual fue calentado a 70°C durante 15 min y
centrifugado nuevamente a 4000xg durante 15 min. El sobrenadante contenia
fagémidos con el ADNc clonado. Para la obtencion del plasmido con el inserto
clonado, 200 pl de células SOLR fueron incubadas a 37°C durante15 min con 10 pl de
los fagémidos y un fago “helperOdenominado ExAssist (1.10° pfu/ml). De esta mezcla
se “plaquedO50 pl en capsulas de petri con 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias que
crecieron en ellas fue debido a la resistencia otorgada por el vector Bluescript SK,
indicando la recuperacion del inserto de interés en dicho plasmido. Este vector posee

el inserto dentro del sitio de clonaje entre dos sitios Eco R I.

Secuenciamiento del ADNc

La determinacién de la secuencia de nucleétidos se llevdo a cabo segun el
método de terminacion de la sintesis de cadena por el agregado de dideoxinucleotidos
descripto por Sanger [202]. Para esto se utilizé el “kit0'Sequenase, version 2.00(USB)
y como deoxinucledtido radioactivo, a-dATP-[**S]. El protocolo seguido fue el
descripto en el “kitO Los oligonucledtidos o "primers" utilizados para el
secuenciamiento fueron inicialmente los utilizados en la amplificacion por PCR de los
fragmentos Lig1 y Lig2 y posteriormente "primers" disefiados sobre la base de la
secuencia del ADNc que se iba determinando. Una vez finalizadas las reacciones, las
muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 90°C y se sometieron a
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida-bisacrilamida 5,7%-0,3%,
respectivamente y urea 7 M. La electroforesis se llevd a cabo en buffer TBE a 50-55
W y una vez finalizada, los geles fueron colocados sobre papel Wattman 3MM y se
secaron en vacio. Los geles se expusieron a placas radiograficas durante 24-36 horas

a temperatura ambiente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa [203] fue utilizada para la amplificacion
de los siguientes fragmentos: Lig1, Lig2 y la porcién codificante completa del ADNc de
la TTL.
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Oligonucleotidos utilizados para amplificar el fragmento Lig1 (446 pb):
5 ATGTACACCTTCGTGGTG 3
5" GCAATCCAAACATTGCCCTC 3’

La reaccion de amplificacion de este fragmento se realiz6 con 35 ciclos cada
uno en las siguientes condiciones: calentamiento de la mezcla de reaccién a 94° C
durante 60 segundos, enfriamiento a 55° C durante 30 segundos y calentamiento a
72° C durante 90 segundos.

Oligonucledtidos utilizados para amplificar el fragmento Lig2 (431 pb):

5 TAGTGAAGCTCATCAAGACCAC 3
5 GCACACCTTCTCTGTAGAGGTA 3’

La reaccion de amplificacion de este fragmento se realiz6 con 35 ciclos cada
uno en las siguientes condiciones: calentamiento de la mezcla de reaccién a 94° C
durante 60 segundos, enfriamiento a 57° C durante 30 segundos y calentamiento a
72° C durante 90 segundos.

Oligonucleétidos utilizados para amplificar la region codificante completa (1272
pb):

5 CAGACTCTCTAGATAATCCGGAGC 3’
5 TTTCCCGGGGTGGCTCTGTGCCTT 3

La reaccion de amplificacion de este fragmento se realizé con 33 ciclos cada uno en
las siguientes condiciones: calentamiento de la mezcla de reaccion a 94° C durante 60
segundos, enfriamiento a 55° C durante 60 segundos y calentamiento a 72° C durante
120 segundos.

Cada una de las reacciones se llevd a cabo con aproximadamente 50 ng de
ADN templado, 15 pmoles de primers, 2,5 U de taq ADN polimerasa y una

concentracion final de 200 uM de cada uno de los deoxinucleétidos.

Subclonados de fragmentos de ADN en plasmidos
Los pasos de subclonados fueron realizados utilizando los procedimientos

basicos descriptos segun Sambrook et. al. [198].
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Transfecciones de células CHO-K1 con plasmidos

Para las transfecciones de las células CHO-K1, se utilizé el liposoma catiénico
lipofectamina (Life technologies, BRL) como compuesto de internalizacion de los
complejos liposoma-ADN. El protocolo empleado en esta metodologia fue el
recomendado por el manufacturador. Brevemente, las células se sembraron en cubres
objetos dentro de capsulas de 35 mm a una densidad celular de 80%. En cada mezcla
de transfeccion se utilizaron por cada capsula 2 ug de ADN purificados por el kit de
purificacion "Wizard Minipreps" (Promega) y 6 pl de lipofectamina. La mezcla de
transfeccion carecia de suero y antibiéticos, los que fueron afiadidos 5 horas mas
tarde. Luego de transcurrido 24 horas de incubacién, el medio de transfeccion fue
removido y reemplazado por medio de cultivo fresco. Las células transfectadas se
procesaron a las 48 y 72 horas postransfeccion para ensayos inmunocitoquimicos.
Inmunocitoquimica en células CHO-K1 en cultivo

Células transfectadas con ADN anti-TTL o con ADNc de la mutante dominante
negativa o con el vector pTracer sin inserto, fueron lavadas con PBS, y posteriromente
filadas durante 7 min a —20°C con metanol. Seguidamente las células fueron lavadas
nuevamente con PBS y bloqueadas con una solucién de albumina sérica bovina
(Sigma) al 5% en PBS a 37°C durante 90 min. Luego las células fueron incubadas con
los anticuerpos primarios durante 12 hs a 4°C en las siguientes diluciones en PBS-
albumina 5%: YL1/2 (especifico contra tubulina tirosinada [204]) (dilucién de 1:700),
anti-Glu (especifico contra tubulina detirosinada [205]) (diluciéon de 1:300) y anti-TTL
[206] (dilucion de 1:600). Luego de incubar las células con los anticuerpos
secundarios estas fueron lavadas con PBS-Tween 0,5% e incubadas durante 1 h a
37°C con los siguientes anticuerpos secundario: anti-lgG de rata conjugados a
fluoresceina y anti-IgG conejo conjugados a rodamina. Los anticuerpos secundarios
fueron lavados con PBS y PBS/tween 0,5%. Posteriormente, los cubreobjetos fueron
montados en glicerol/Tris-HCI 1 M, (pH 8). Los preparados fueron observados usando
un microscopio de fluorescencia Axioplan (Carl Zeiss, Inc.). Se tomaron fotografias de
los preparados con una camara sensible a la luz fluorescente (Princeton Inc.)
acoplada al microscopio Axioplan (Carl Zeiss, Inc.) y las mismas fueron procesadas
por el programa de analisis de imagenes Metamorph Versién 3.0 (1997, Universal

Imaging Corporation, USA).
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Obtencion de extractos citosolicos de células transfectadas

Los extractos citosdlicos de las células transfectadas con las distintas
construcciones fueron obtenidos 48 horas post-transfeccion. Las células transfectadas
se resuspendieron a una concentracion de 21.10° células/ml en el siguiente buffer:
Tris-HCI (pH 7,4) 0,05M, MgCl, 0,015M KCI 0,1M, leupeptina 5 pg/ml y PMSF 10
pug/ml (Buffer de TTL). Seguidamente las células fueron sonicadas sobre un bafo de
hielo durante 20 segundos en el nivel 0,8 del microtip y luego se centrifugaron a
10000xg durante 60 min a 4°C. El sobrenadante, extracto citosoélico de las células, fue

utilizado como fuente de TTL.

Determinacién de la actividad tirosina ligasa

Para la determinar la actividad de esta enzima, la mezcla de reaccidon contenia
en un volumen final de 200 pl: 100 pl del extracto citosolico de las células
transfectadas, tubulina (200 pg), ATP 4 mM, tirosina'C (New England), 0,2 pCi, buffer
de TTL hasta completar 200 pl. Luego de incubar la mezcla a 37°C durante 15 min la
reaccion se detuvo por el agregado de 2 ml de &cido tricloroacético al 5% (v/v). La

radioactividad unida a proteinas se determiné como se indica en el punto siguiente.

Medicion de la radioactividad presente en el material insoluble en

tricloroacético

La tirosina['*C] unida a tubulina se determiné midiendo la radioactividad
presente en el material insoluble en tricloroacético al 5%. Luego de efectuar la
reaccion de incorporacién, se adiciono al sistema 2 ml de acido tricloroacético al 5%
(v/v) y se incub6 a 90°C durante 20 min. Luego de enfriar la mezcla a temperatura
ambiente el material precipitado fue recogido en discos de papel Whatman N° 1. El
material retenido fue lavado con 10 ml tricloroacético al 5% para eliminar la
tirosina['*C] soluble. Luego los papeles fueron colocados en un recipiente adecuado,
se les adiciond liquido de centelleo y se les determiné la radioactividad en un contador

de centelleo liquido.
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Purificacion de Tubulina

Para medir la actividad de la TTL se utiliz6 como sustrato tubulina de cerebro
de rata adulta. La tubulina fue purificada mediante dos ciclos de
ensamblaje/desensamblaje [207]. Brevemente, los cerebros se homogeneizaron en el
siguiente buffer: Mes 100 mM (pH 6,8) conteniendo EGTA 1 mM, MgCl, 1 mM, PMSF
1 mM vy leupeptina 10 pg/ml. Posteriormente el homogeneizado se centrifugd a
100000xg durante una hora a 4°C. La tubulina, presente en el sobrenadante, se
sometid al primer ciclo de polimerizacién durante 30 min a 37°C con el agregado de
GTP 1 mM (concentracién final). Los microtubulos formados fueron centrifugados a
100000xg durante 45 min a 37°C. Los microtubulos presentes en el precipitado se
depolimerizaron mediante resuspension a 4°C en el buffer de homogeneizacién. Los
microtubulos estables al frio que no se depolimerizaron se eliminaron centrifugando la
mezcla a 4°C. La tubulina presente en el sobrenadante se sometié nuevamente a un
segundo ciclo de polimerizacion; la tubulina obtenida fue resuspendida en el buffer de
la TTL. Luego del segundo ciclo, la tubulina se resuspendié en el buffer de la TTL.
Posteriormente se determind la concentracion de proteinas de este preparado

mediante el método de Lowry [208].

Analisis de homologias del ADNc de la TTL de rata con otros genes
La busqueda de ADNs homologos al ADNc de la TTL de rata en los bancos de
datos de genes GenBank y EMBL se realizé utilizando el programa BLASTN (V. 2.0)

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST). Los parametros utilizados para esta

busqueda se muestran en la Tabla | . Estos mismos parametros fueron utilizados por
el programa BLASTP (V. 2.0,8 05-01-1999) [209] para buscar secuencias de proteinas
homodlogas a la secuencia de aminoacidos de la TTL de rata en los bancos de datos
de secuencias de proteinas tal como SWISS-PROT y TrEMBL.

Tabla |

Parametros Valores
Expectacion: 10
Matriz de apareamiento: blosum 62

Filtros de baja complejidad: ninguno
Costo por separaciones 11
Cociente de lambda 1
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Alineamiento de las secuencias de aminoacidos

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las TT-ligasas fue
realizado por el programa "Multiple Sequence Alignment V 1.0.1.1 (Copyright © 1998,
InforMax, Inc.)" usando el algoritmo de Clustal W [210]. Se procedié de la siguiente
manera: se realizd inicialmente un alineamiento multiple empleando las secuencias de
aminoacidos completas de las todas las TT-ligasas. Este alineamiento se hizo con
parametros preestablecidos del programa. El resultado de este alineamiento mostro
que una porcion de algunas secuencias como TT-ligasas aun no caracterizadas
experimentalmente aun, poseian homologia con las TT-ligasas de secuencia ya
conocida. Las porciones homologas de aquellas TT-ligasas “potencialesO fueron
aisladas y nuevamente realineadas entre todas las TT-ligasas con los siguientes

parametros:

Parametros de alineamiento

Tipo de alineamiento........ccoooeiiiiiiie e "Pairwise"
Tamano del K-tUPle ......eeie e 1
Numero de las mejores diagonales............ccooviiiiiiiiieiiiiece e 5
Tamano de la ventana............ooooiiiii e 5
Penalidad por SEParacCiONES...........oovveeeeuiuiiiiieis e e e e e ee e e s 3

Condiciones de alineamiento multiple

Penalidad en la generacion de separaciones..............uuuvveveieiiieeieeeeeeeennn. 3
Penalidad en la extension de separaciones..............cccccvvveeeeeeeeevnnnnnnnnn. 0,05
Rango de penalidad en la separacion de separaciones.................c.cc....... 8
Penalidad en la separacion de separaciones en los extremos ............... No
Retraso en el alineamiento con una identidad menor del ...................... 40%
Matriz de resolucion de residuos ..........ccocoeevviiieeiiiiiiiiie e blosum

Perfil de la proteina
Penalidad en las separaciones para residuos con un "core" de alfa helice........... 4

Penalidad en las separaciones para residuos con un "core" hebra....................... 4
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Penalidad en las separaciones para estructuras de términos................cccoevvnnnnn.... 2
Penalidad en separaciones para regiones con "loop"............ccovvviiiiiiiieiiiiiien e, 1
Numero de residuos dentro de la hélice para ser tratados como terminal............. 3
Numero de residuos fuera de la hélice para ser tratados como terminal.. ............ 0
Numero de residuos dentro de la hebra para ser tratados como terminal............. 1
Numero de residuos dentro de la hebra para ser tratados como terminal............. 1

Busqueda de motivos de aminoacidos compartidos entre las TT-

ligasas

Para la busqueda de motivos de aminoacidos compartidos entre las TT-ligasas
se utilizé el proprama MEME (Multiple EM for Motif Elicitation: Version 2.2 ) [211]
(http://lwww.sdsc.edu/MEME). Los parametros utilizados en esta busqueda fueron los

preestablecidos por el programa.

Alineamiento de los motivos

El alineamiento de los motivos fue realizado por el programa MAST (Motif
Alignment and Search Tool: Version 2.2) [212] el cual comparte el mismo sitio en
Internet que MEME. Los motivos arrojados por MEME fueron utilizados por MAST

para realizar el alineamiento de los motivos en la secuencias de las TT-ligasas.
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