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RESUMEN 
Motivación: La levadura Schizosaccharomyces pombe es un excelente organismo modelo para estudiar el ciclo celular y 
usarse en ensayos relativamente rápidos y económicos para buscar nuevos fármacos antitumorales. Uno de ellos, el Taxol, 
se une a la beta tubulina alterando la dinámica de los microtúbulos. Desafortunadamente, la beta tubulina que expresa S. 
pombe no es diana del Taxol (Das et al., 2012). Este proyecto tiene como objetivo optimizar a S. pombe para la búsqueda de 
compuestos antiproliferativos. Se expresarán en esta levadura tubulinas humanas (Leandro-García et al., 2010) y se 
analizarán mediante modelización molecular los cambios necesarios en la beta tubulina de S. pombe para hacerla diana del 
Taxol. 
Métodos: En este proyecto se usaron cepas mutantes en alfa y beta tubulina para generar un doble mutante (Umesono et al., 
1983) mediante microdisección de tétradas y poder expresar las tubulinas humanas en este fondo genético. Por otro lado, se 
obtuvieron las secuencias primarias de aminoácidos desde UniProt y se utilizó la herramienta Swiss-Model para modelizar las 
estructuras 3D de las tubulinas. Finalmente se compararon los modelos obtenidos con la herramienta 3D Dali, visualizando 
los resultados con el programa RasMol. Todo ello permitió analizar las diferencias existentes entre las beta tubulinas 
humanas y de S. pombe. 
Resultados: En el laboratorio se construyó el doble mutante nda2 y nda3, letal a baja temperatura, para expresar las 
tubulinas humanas y ensayar su funcionalidad. Se adquirieron los clones de cDNA de los genes humanos y los plásmidos con 
ambas tubulinas se comprobaron mediante análisis de digestión. Se diseñaron los cebadores para subclonar ambos genes en 
un vector de expresión de S. pombe. Gracias a los análisis de estructura del sitio de unión del Taxol, se demostró que la beta 
tubulina de S. pombe posee una mayor similitud con la de humano que otras levaduras como S. cerevisiae (Gupta et al., 
2003). 
Conclusiones: Se ha generado un doble mutante de S. pombe en el que expresar y ensayar la funcionalidad de las tubulinas 
humanas. El modelo generado mediante herramientas in silico predice que modificando tan solo dos aminoácidos de la beta 
tubulina de S. pombe es suficiente para hacerla diana del Taxol y consiguientemente a S. pombe sensible al fármaco. Una 
cepa de levadura sensible a Taxol permitiría estudiar el mecanismo molecular por el que la estabilización de los microtúbulos 
resulta en la activación del checkpoint de mitosis, un proceso esencial para iniciar la apoptosis en células tumorales. 
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