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RESUMEN. El citoesqueleto es una compleja y dinamica
red intracelular de filamentos que incluye filamentos de actina,
microtibulos, filamentos intermedios y sus proteinas asociadas.
Las proteinas asociadas a microtibulos (MAPs) son un
importante grupo de proteinas reguladoras del citoesqueleto,
debido a que parecen controlar tanto las funciones
microtubulares como de filamentos de actina. Con el objeto de
estudiar en profundidad los dominios moleculares especificos de
MAPs involucrados en funciones reguladoras tanto en el sistema
de los microtibulos como en el sistema de filamentos de actina,
realizamos dos enfoques experimentales.

El primer enfoque se orienté hacia el estudio de la
interaccién de Estramustina-fosfato (EMP), un conjugado
fosforilado de estradiol y mostaza nor-nitrogenada, con proteinas
MAPs y sus efectos en el sistema de los microtibulos. Se llevaron
a cabo estudios de unién utilizando péptidos sitio-especificos que
contienen secuencias de los dominios de interaccién en estas
protefnas. Se demostré que EMP inhibe la unién del péptido C-
terminal de tubulina B-(422-434) tanto a MAP-2 como a Tau.
Este segmento de tubulina representa su principal dominio de
unién a estas MAPs. Una observacién de interés fue que EMP
interactuaba con los péptidos sintéticos de Tau V187-G204 y
V218.G235, que representan los dos secuencias repetidas claves
ubicadas dentro del dominio conservado de Tau (también en
MAP-2) para la unién de tubulina. Esta observacién fue
corroborada por el efecto inhibitorio de EMP en la induccién del
ensamblaje de tubulina en microtibulos, dependiente de
péptidos de Tau. Por otro lado, Estramustina (EM), la droga no-
fosforilada, no produjo inhibicién del ensamblaje de microtibulos
inducido por péptidos de Tau, indicando que el grupo fosfato
negativamente cargado de EMP es de importancia para su efecto
inhibitorio. Estos hallazgos sugieren que los sitios moleculares
para la accién de EMP estan localizados dentro de los dominios de
unién a microtubulo en Tau y MAP-2.
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La segunda linea experimental estuvo orientada al
estudio de la interaccién de Tau con filamentos de actina. Estos
experimentos fueron realizados con Tau, actina Yy péptidos
sintéticos de Tau comunes con MAP-2. En esta investigacién
aportamos nuevas evidencias que apoyan la interaccién in vitro
de un dominio especifico de unién a tubulina en Tau con actina.
En ensayos de ensamblaje de actina, el péptido sintético V187-
G204: VRSKIGSTENLKHQPGGG, correspondiente a la primera
secuencia repetida de la protefna Tau produjo un aumento
turbidimétrico a 320 nm en una forma dependiente de la dosis.
Un rasgo notable del proceso de ensamblaje inducido por este
péptido de Tau fue la formacién de una gran cantidad de
manojos de filamentos de actina, los cuales fueron revelados por
microscopia electrénica de trasmisi6én. Un aumento en la
concentracién del péptido de Tau produjo un aumento
proporcional en la formacién de manojos de filamentos de actina.
Por otra parte se observé que una disminucién gradual del pH en
el intervalo de 7,6 a 4,7 produjo un mayor efecto inductor de
manojos de filamentos de actina por parte del péptido de Tau. Un
anilisis de los mecanismos que operan en la formacién de
manojos de filamentos de actina inducidos por péptidos de Tau,
sugiere la participacién de componentes de tipo electrostitico en
la interaccién, dado que la neutralizacién de residuos €-amino de
lisina por la carbamilacién selectiva de Tau o del péptido de Tau,
implicaba una pérdida completa de su capacidad inductora de
manojos de filamentos de actina.

Estos resultados, sugieren fuertemente que las
secuencias repetidas de Tau (también encontradas en MAP-2 y
MAP-4) que representan un sitio comin de unién a tubulina,
constituyen un dominio funcional en Tau para la dindmica de
interconexiones entre filamentos de actina y microtibulos.
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ABSTRACT. The cytoskeleton is a complex and
dynamic cellular network of filaments that includes actin
filaments, microtubules, intermediate filaments and their
associated proteins. The microtubule-associated proteins (MAPs)
are an important subset of cytoskeleton regulators because they
appear to control both microtubule and actin-filament functions.
With the goal to study in depth the specific molecular domains
on MAPs involved in regulatory function associated to both
microtubule and actin filaments system, we carried out two
experimental approaches.

The first experimental approach was oriented to study
the interaction of Estramustine-phosphate (EMP), a
phosphorylated conjugate of estradiol and nor-nitrogen mustard,
with MAPs proteins and its effects on the microtubule systems.
We developed binding studies wusing site-directed peptides
representing sequences of interacting domains on these proteins.
It was shown that EMP inhibits the binding of the C-terminal
tubulin peptide PB-11(422-434) to both MAP-2 and Tau. This
segment constitutes a main tubulin binding domain for these
microtubule-associated proteins. Interestingly, EMP interacted
with the synthetic Tau peptides V187-G204 and V218.G235,
representing two major repeats within the conserved
microtubule-binding domain on Tau, and also on MAP-2. This
observation was confirmed by the inhibitory effects of EMP on
Tau peptide-induced tubulin assembly into microtubules. On the
other hand, the non-phosphorylated drmg Estramustine (EM)
failed to block the MAP peptide-induced assembly, indicating
that the negatively charged phosphate moiety of EMP is of
importance for its inhibitory effect. These findings suggest that
the molecular sites for the action of EMP are located within the
microtubule-binding domains on Tau and MAP-2

The second experimental approach focused on the
interaction of Tau with actin filaments. These studies were
developed with purified Tau, actin and synthetic peptides of Tau
protein. In these investigations we provide new data to support
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the interaction of a specific tubulin binding domain on Tau with
actin in vitro. In actin polymerization assays, the synthetic
peptide V187-G204; VRSKIGSTENLKHQPGGG corresponding to the
first repetitive sequence of Tau protein increased turbidity at
320 nm in a dose-dependent fashion. A salient feature of the Tau
peptide-induced assembly process is the formation of a large
amount of actin filament bundles, as revealed by electron
microscopic analysis. An increase in the Tau peptide
concentration resulted in a proportional increase in bundling of
actin filaments. Interestingly, a gradual decrease of pH within
the range 7.6 to 4.7 resulted in a higher effect of Tau peptide in
promoting bundles of actin filaments. An analysis of the
mechanisms that operate in the peptide-induction of actin
filament bundles suggests the involvement of electrostatic forces,
since the neutralization of &-amino lysyl residues by selective
carbamoylation of Tau or Tau peptides resulted in a complete
loss of their effects to promote actin bundle formation.

The experimental data obtained in this thesis strongly
suggests that the Tau repetitive sequences (also found in MAP-2
and MAP-4) containing a common tubulin binding motif, may
constitute a functional domain on Tau for the dynamics of
interconnections between actin filaments and the microtubule
system.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL CITOESQUELETO: El citoplasma celular, lejos de ser un
fluido homogéneo, tiene un alto grado de organizacién tanto
estructural como funcional. El citoesqueleto que contribuye a la
compartimentacién intracelular estd formado por polimeros
filamentosos que le confieren a éste sus conocidas caracteristicas
eldsticas y contrdctiles. Se puede definir operacionalmente al
citoesqueleto como una dindmica red de filamentos citosdlicos con
un alto grado de recambio y reorganizacién y que participa en
muchas funciones celulares estructurales y de transporte entre las
que se incluyen: transporte de vesiculas y organelos (Kelly, 1990),
modulacién de la forma celular (Bershadsky and Vasiliev, 1988),
migracién celular (Vasiliev et. al.,, 1970), diferenciacién celular
(Maccioni and Arechaga, 1987, Nunez, 1988; Tucker, 1990) y la
reorganizacién de la citoarquitectura (Danowski,1989). Los
constituyentes principales del citoesqueleto son los filamentos de
actina que tienen un didmetro de 7 nm, filamentos intermedios con
un didmetro de 8-10 nm y los microtibulos con un didmetro de 24
am (Maccioni, 1986; Bershadsky and Vasiliev, 1988; Schliwa, 1985).
Existen evidencias morfolégicas y bioguimicas que indican Ila
existencia de conexiones estructurales y funcionales entre los
distintos componentes del citoesqueleto (Ellisman and Porter, 1980;
Schliwa, 1985; Danowski, 1989). Asi, es probable que los diferentes
roles que juega el citoesqueleto en el control celular sean el
resultado de la coordinacién de funciones entre estos tres grandes
sistemas filamentosos.

Los microtibulos constituyen el componente mayoritario del
citoesqueleto y se caracterizan por ser estructuras cilindricas
formadas por trece protofilamentos que se disponen en forma
paralela al ) eje longitudinal del microtdbulo. La estructura




microtubular se forma por el ensamblaje del heterodimero de
tubulina (ver revision en Dustin, 1984).

Las proteinas asociadas a microtibulos (MAPs) estdn
directamente involucradas en el control y estabilizacién de 1la
estructura microtubular (Maccioni, 1986). Las proteinas
microtubulares (tubulina y MAPs) pueden, bajo condiciones
controladas y en presencia de EGTA, retener su capacidad de
realizar ciclos de ensamblaje-desensamblaje in vitro (Weisenberg,
1972). Este hallazgo ha sido clave en la investigacién de los
mecanismos de regulacién bioldgica de los microtibulos. La
participacién de magnesio es también necesaria, asi como la del
nucledtido GTP (Maccioni and Seeds, 1977, 1983; Carlier and
Pantaloni, 1982). Asi, en presencia de EGTA, Mg2+ y de GTP las
proteinas microtubulares son inducidas a ensamblar a 37°C y a
desensamblar cuando la temperatura desciende hasta 4°C. Se ha
demostrado que tanto GTP como Mg2+ se unen al mismo locus en
tubulina (Monasterio, 1987).

Otro componente mayoritario del citoesqueleto son los
filamentos de actina, esenciales en la contraccién muscular v en la
estructura y motilidad de c€lulas no-musculares (Pollard and Craig,
1982). La actina puede mantenerse en su forma monomérica (G-
actina) a una baja concentracién proteica, a baja temperatura, pH
alcalino y en ausencia de sales. Pero, en condiciones fisiolégicas de
K+ o0 Mg2+, los monémeros de actina purificada se autoensamblan en
filamentos de F-actina. La estructura helicoidal de F-actina se
origina por el desplazamiento de una subunidad respecto a la otra.
Asi, un mondémero tiene un desplazamiento de 1679 del eje del
filamento respecto de su vecino, y una distancia axial entre ellos de
2.73 nm (Bershadsky and Vasiliev, 1988). Aparentemente la célula
soluciona el problema de mantener una integridad mecdnica y su
flexibilidad por el entrecruzamiento de filamentos individuales en
grandes manojos paralelos de F-actina ("actin bundles") o en forma
de geles ("networks") dominados por entrecruzamiento entre
filamentos de actina ortogonales (Small, 1988). Las formacién de
superestructuras de F-actina tiene enormes consecuencias para la




citoarquitectura y su ensamblaje parece ser regulado tanto por
proteinas que unen actina (proteinas ABP) y por las MAPs.

1.2. UNA PREGUNTA CENTRAL: Una pregunta clave en el estudio
de las funciones del citoesqueleto es: ;Como pueden los
componentes del citoesqueleto estar asociados a tan diversas
funciones celulares, dado que actina (Rubinstein, 1990) y tubulina
(Sullivan, 1988) son. proteinas altamente conservadas en las
diversas especies?. Una serie de evidencias indican que al menos
dos familias de  proteinas reguladoras del citoesqueleto serian las
responsables de las miiltiples funciones sefialadas, tanto para
microtibulos como para filamentos de actina: las MAPs y las
proteinas que interactian en forma transiente con microtibulos
(Mips). MAPs co-purifican con tubulina y cumplen funciones en el
ensamblaje y estabilizacién de microtibulos (Olmsted, 1986;
Maccioni, et al., 1986). Las Mips, recientemente descritas (Gonzélez
et al., 1992; 1993), se caracterizan por regular las funciones de
transporte asociadas a microtdibulos interactuando transitoriamente
con éstos y/o con filamentos de actina y no co-purifican con
tubulina a través de sucesivos ciclos de ensamblaje-desensamblaje.
Otras protefnas relacionadas a Mips incluyen las proteinas motoras
kinesina y dinefna que transducen la energia liberada en la
hidrélisis del ATP en trabajo mecdnico para el desplazamiento de
organelos intracelulares (Vale, et al.,, 1985; Vallee, et al.,, 1989). Las
funciones del citoesqueleto de actina estarian reguladas por las ABP
y por algunas MAPs tales como MAP-2 (Pollard, et al.,, 1984) y Taun
(Cross, et al.,, 1993). Este hecho es de suma importancia para la
comprensién de los mecanismos regulatorios que acoplan y
coordinan las funciones de microtibulos y filamentos de actina.

1.3. TUBULINA: La tubulina es un heterodimero globular (Bryan
and Wilson, 1971) compuesto por dos cadenas polipeptidicas
relacionadas pero distintas, los monémeros o y P. Ambos
mondmeros  contienen alrededor de 450 aminoicidos y una masa
molecular de 50 kDa cada uno (Luduefia and Woodward, 1973). Las
o y P tubulinas tienen un 40% de homologia en su estructura




primaria (Maccioni, 1986). Se han caracterizado las isoformas de
tubulina como proteinas altamente acidicas: a-tubulina pI=5,3 y B-
tubulina pI=5,1. La familia de las tubulinas corresponde a un grupo
de proteinas de secuencias altamente conservadas. Sin embargo el
extremo C-terminal acidico constituye un dominio variable en las
distintas isoformas de o y B tubulina (Serrano, el al.,, 1984a).
Estudios sobre la subestructura de la regién C-terminal que incluye
los dltimos 36 aminoadcidos han sido de gran importancia para la
interaccién con las MAPs (Serrano et al., 1984b; Maccioni et al.,
1985b).

Al ser incorporado a los microtibulos, el heterodimero de
tubulina tiene una molecula de GTP estrechamente unida a su
subunidad o, mientras que el otra molécula de GTP estd unida a una
region cercana al N-terminal de la subunidad B (Maccioni and Seeds,
1983; Shivanna et al., 1993). Este tltimo GTP es hidrolizado a GDP
durante el proceso de ensamblaje y puede ser intercambiado por un
nuevo GTP solo una vez que el heterodimero de tubulina se
encuentre libre, no asociado al microtibulo (Maccioni and Seeds,
1977; Carlier and Pantaloni, 1982; Mandelkow and Mandelkow,
1991). La hidrdlisis del GTP unido a P-tubulina se presume que
induce un cambio conformacional que tensa la estructura
microtubular (Mandelkow and Mandelkow, 1991). La incorporacién
de tubulina-GTP al terminal de crecimiento del microtibulo es clave
para definir la existencia de subpoblaciones de microtiibulos que
crecen o se disocian de acuerdo al modelo de inestabilidad dindmica
(Kirschner and Mitchison, 1986).

1.4. PROTEINAS ASOCIADAS A MICROTUBULOS (MAPs).EIl
contenido de tubulina en preparaciones de proteina microtubular
obtenida a partir de cerebro de mamiferos por ciclos de ensamblaje
y desensamblaje dependiente de temperatura, es frecuentemente
cercano a 85% y el resto corresponde a las MAPs (Sloboda et al.,
1976). Las MAPs se unen a la superficie microtubular y son
importantes en la regulaciéon del ensamblaje y la estabilidad de los
microtibulos (Weingarten et al.,, 1975; Murphy and Borisy, 1975;
Murphy et al.,, 1977), para revisiones ver (Maccioni et al., 1986;




Olmsted, 1991; Wiche et al,, 1991). Las MAPs mejor conocidas son la
MAP-1, la MAP-2 con un masa molecular entre 200 y 300 kDa," Ia
familia de proteinas Tau con una masa molecular entre 50 y 65 kDa,
MAP-3 de 180 kDa encontrada en tejido nervioso de mamiferos, y
la. MAP-4 que agrupan una serie de proteinas aisladas de lineas

celulares con un masa molecular cercana a los 200 kDa (Wiche, et
al.,, 1991).

1.4.1. MAP-1: Tradicionalmente las MAPs fueron clasificadas de
acuerdo a su masa molecular aparente, determinada por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS). Asi la
MAP-1 es un grupo de proteinas que incluye las MAP-1A, MAP-1B
y MAP-1C especificas de tejido mervioso, y con un masa molecular
cercana a los 350 kDa (Herrmann et al., 1985). MAP-1A y MAP-1B
son proteinas distintas codificadas por genes diferentes (Garner et
al., 1990). MAP-1C también conocida como la dineina citoplasmadtica
(Vallee et al., 1989), interactiia solo transitoriamente con los
microtibulos y por ello podria ser clasificada dentro de la familia de
las Mips (Gonzilez et al.,, 1993). La secuencia del gen que codifica
para la MAP-1B es conocida (Noble et al.,, 198%). y su masa
molecular deducida de su secuencia seria de 250 kDa, valor que
discrepa con el valor estimado por PAGE-SDS por razones no bien
establecidas. Experimentos de ensamblaje de microtibulos han
revelado que el dominio de unién a tubulina de MAP-1B  estd
representado por un segmento que contiene miltiples copias de un
motivo repetido KKEE o KKEI (Noble et al.,, 1989) que no estaria
relacionado con los dominios de unién de las otras MAPs (Cross et
al.,, 1991). Sin embargo, una caracteristica comin a todos los sitios
de las MAPs puede ser visualizada como una proyeccién filamentosa
flexible sobre la superficie microtubular (Sato-Toshikate et al.,
1989), vy se encuentra tanto en axones y dendritas. Se ha propuesto
que MAP-1B jugaria un papel importante en el entrecruzamiento de
los microtibulos (Hirckawa et al., 1985).




1.4.2. MAP-2: La familia de las MAP-2 constituye un segundo
grupo de MAPs de alta masa molecular que existe
mayoritariamente en el sistema nervioso. Estas incluyen las
isoespecies denominadas MAP-2A, MAP-2B y MAP-2C, pero que a
diferencia de la familia MAP-1 todos sus componentes son
codificados por el mismo gen (Lewis et al, 1988). Las primeras
estimaciones para la masa molecular de MAP-2A y MAP-2C fueron
de alrededor de 270 kDa (Kim. et al.,, 1979), sin embargo la masa
estimada a partir de la secuencia gendmica es sustancialmente
menor {alrededor de 200 kDa) (Lewis et al.,, 1988). En MAP-2 el
dominio de unién a tubulina esta localizado en una regién de 185
aminodcidos que incluye tres secuencias repetidas imperfectas de
18 aminodcidos a las que se le adjudica la funcién de ser los sitios
de interaccién productiva con tubulina (Lewis et al., 1988; Joly et
al., 1989; Rivas-Berrios et al., 1990) Estas pequefias secuencias
repetidas de MAP-2 contienen aminodcidos bdsicos y se unen
directamente a dominios acidicos en la regién C-terminal de B-
tubulina (Maccioni et al., 1989; Cross et al.,, 1991), y «-tubulina
(Rivas-Berrios et al.,, 1990). La MAP-2 retiene su capacidad
estimuladora del ensamblaje de tubulina después de ser hervida 5-
10 minutos, lo mismo que la proteina Tau, y esta termoestabilidad
es usada para su purificacién. La forma juvenil de MAP-2
encontrada en tejido nervioso embrionario, la MAP-2C, tiene los
mismos dominios de unién a tubulina que las formas adultas
MAP-2A y MAP-2B, pero durante el procesamiento del RNA
mensajero de MAP-2C, una parte del mensajero que codifica para
un segmento en el centro de la proteina es eliminada como intrdn
(Papandricopoulou et al.,, 1989), lo cual reduce el largo del brazo
que se proyecta fuera de la superficie microtubular. La localizacion
celular de MAP-2C no estd restringida a las dendritas y el soma, lo
cual es caracteristico de MAP-2A y MAP-2B. Esto podria
eventualmente permitir diferentes funciones para los microtibulos
que contienen estas MAPs (Fridén, 1991). La masa molecular de la
MAP-2C es de 70 kDa.




1.4.3. LA PROTEINA TAU: La proteina Tau es una familia de
proteinas de al menos cinco isoformas con masas moleculares entre
55 y 70 kDa, que son codificados por un solo gen. Algunas de estas
isoformas podrian estar solo diferencialmente fosforiladas. Sin
embargo, debido a, que 5 de los 14 exones del gen de la proteina
Tau pueden ser incluidos o excluidos durante el procesamiento del
mRNA y que puede utilizar tres dominios C-terminal distintos
(Himmler, 1989), pueden generarse al menos 64 polipéptidos
potenciales de Tau. La proteina Tau tiene un dominio de unién a
tubulina que es altamente homdélogo al mismo dominio de MAP-2
(Lewis et al.,, 1988; Joly et al., 1989; Rivas-Berrios et al., 1990). Aun
cuando la proteina Tau ha sido principalmente descrita en tejido
nervioso (Lee, 1990) existen evidencias de su presencia en
eritrocito de pollo, en células WEHI monomielociticas de ratén
(Martinez et al., 1992) y en fibroblastos de ratén NIH 3T3 (Cross et
al., 1993). Se ha podido calcular una relacion de una proteina Tau
por cinco dimeros de tubulina para microtibulos saturados con la
proteina Tau (Lee et al.,, 1990). Estructuralmente la proteina Tau
parece tener una forma elongada al microscopio electrénico y se ha
determinado que la distancia entre microtibulos (20 nm entre la
superfice exterior de un microtibulo con la de otro microtibulo
vecino) ensamblados con Tau es menor que la distancia entre
microtibulos ensamblados con MAP-2 (100 nm entre cada
microtibulo). Esta idltima distancia es similar al tamafio de los
puentes que entrecruzan microtibulos en dendritas (Goedert, et al.,
1991).

La inmunolocalizacién de MAP-2 y de proteina Tau dié las
primeras claves sobre sus funciones. Mientras que la distribucién de
la proteina Tau en tejido nervioso se restringe a axones, MAP-2 se
encuentra principalmente en dendritas (Goedert et al.,, 1991). No se
conoce como se establece esta distribucién intracelular de MAP-2 y
la proteina Tau. La microinyecciéon de MAP-2 biotinilada en cultivos
primarios de neuronas revelaron que MAP-2 puede ser
iransportada tanto en dendritas como en axones. Se ha planteado
que solo una fraccién de MAP-2 se puede unir a microtiibulos en
axones y es rdpidamente degradada (Okabe, S. and Hirokawa, 1990).




(Cudles sén las funciénes potenciales de MAP-2 y de la proteina Tau
en las células? Las respuestas han sido dos: primero, la
microinyeccion de la proteina Tau en fibroblastos L (que no
expresan proteina Tau), demuestra que la proteina Tau induce
ensamblaje adicional de microtibulos y estabiliza los microtibulos
contra ¢l desensamblaje sin cambios obvios en su organizacién
(Dubrin et al., 1986). No obstante, en lineas de fibroblastos
transfectados en forma transitoria (Kanai et al.,, 1989; Lewis et al.,
1989) o estable (Kanai et al.,, 1989) con gen de Tau, se produce la
acumulacion de la proteina Tau la cual induce una dramdtica
reorganizacién dé microtibulos en manojos y aumenta el contenido
de tubulina citoplasmadtica total. El mismo fenémeno de induccién de
manojos de microtiibulos se produjo con la transfeccién del gen de
MAP-2 en células en cultivo (Lewis et al., 1989).

Estndios con proteina Tau y MAP-2 truncadas han revelado
que sus dominios responsables de la formacién de manojos de
microtibulos no se encuentran en el brazo que se proyecta fuera de
superficie microtubular. Estos dominios estin ubicados en extremo
C-terminal cercano al dominio de unién a tubulina y estin formados
por un segmento hidrofébico andlogo al cierre de leucina del factor
de transcripcion de levadura GCN4 (Cleveland, 1990). El mecanismo
de formacién de manojos de microtibulos podria ocurrir a través de
la formacion de dimeros de MAPs que entrecruzarian microtibulos
adyacentes a través del cierre ("zipper") de leucina C-terminal
contenido en la secuencia de MAP-2 (Lewis et al., 1989; Matus,
1991).

El hecho que Tau sea un constituyente de los filamentos
helicoidales apareados (PHF’s), el mayor componente de ovillo
neurofibrilar de la enfermedad de Alzheimer, indica que algunas
MAPs estdn involucradas en procesos fisiopatolégicos (Brion, 1990).
Modificaciones postraduccionales de Tau parecen modificar su
comportamiento en cuanto a inducir el ensamblaje de
microtibulos. La carbamilacién selectiva de un residuo de lisina en
Tau produce una proteina modificada con la capacidad anémala de
auto-asociarse en filamentos del tipo PHF’s (Farias et al., 1993)




1.4.4, OTRAS MAPs: Otro grupo de MAPs corresponde a un conjunto
muy heterogéneo de proteinas con pesos moleculares cercanos a los
200 kDa. Estas son las MAPs de células no neuronales (Wiche et al.,
1991). Se incluyen entre éstas: La MAP adrenal de 190 kDa (Aizawa
et al.,, 1989); la MAP de 210 kDa de células Hel.a (Bulinski and
Borisy, 1980); la MAP-4 de ratén (Parysek, et al., 1984) y MAP de
205 kDa de Drosophila (Goldstein, et. al.,, 1986). Entre otras MAPs
descritas en tejido nervioso cabe mencionar la MAP-3 descubierta
por Huber et al. (1985) que corresponde a una proteina que se
expresa diferencialmente durante la fase neonatal del desarrollo del
sistema nervioso central. Todas éstas MAPs tienen homologia con
" isoformas de MAP-2 y de Tau especialmente al nivel de sus
dominios de unién a tubulina.

1.5. INTERACCION ENTRE TUBULINA Y MAPs: Dentro de los
miiltiples enfoques experimentales para abordar el estudio -de la
biologia celular y molecular del citoesqueléto, se han  realizado
estudios tendientes a disectar los dominios proteicos involucrados
en las interacciones tubulina-MAPs responsables del ensamblaje
y estabilizacién de microtibulos. Estos estudios han permitido
identificar los dominios de interaccidén tanto a nivel de tubulina
como en las MAPs. Al respecto, investigaciones originadas en este
laboratorio (Serrano et al, 1984a; 1984b; Maccioni et al., 1985b,
Maccioni et al,, 1988; Vera et al., 1988b; Maccioni et al., 1989; Rivas
et al.,, 1988; Rivas-Berrios et al., 1990; Farias et al, 1992 : Cross et
al.,, 1991; Moraga et al,, 1992) han permitido identificar dominios
de unién para las diferentes MAPs en regiones del dominio C-
terminal de tubulina. Inicialmente se demostré que la digestién
controlada de tubulina con algunas enzimas proteoliticas (subtilisina
y proteasa V-8 de S. aureus), liberaba fragmentos C-terminales de
4kD de las distintas isoformas de tubulina (Serrano et al., 1984a).
Las diferentes isoformas de tubulina carentes de su dominio C-
terminal (S-tubulina) mostraban una capacidad anémala de
autoasociarse sin control y no requerfan de MAPs para producir
microtibulos in vitro (Serrano et al., 1984b; Maccioni et al.,, 1985b).
Posteriormente se encontré que las MAPs interactuaban con




péptidos sintéticos que contenfan secuencias especificas de los
dominios C-terminales de o y P tubulina (Littaner et al.,, 1986;
Maccioni et al., 1988). Se demostré.que dos péptidos sintéticos, que
representan secuencias dentro de la regiéon mas conservada del
extremo C-terminal de tubulina ©(430-441): KDYEEVGVDSVE y B
(422-424): YQQYQDATADEQG se unen selectivamente a MAP-2 y
Tau. Estas secuencias del dominio C-terminal de tubulina serian, al
menos, parte de los dominios de tubulina involucrados en la
interaccién de estas MAPs (Maccioni et al.,, 1988; 1989). Se
demostré que anticuerpos preparados contra tales péptidos de
tubulina desplazaban las MAPs de su wunién a microtibulos,
produciendo tanto el desensamblaje de éstos como inhibiendo el
autoensamblaje de tubulina en microtibulos (Rivas et al., 1988;
Vera et al.,,1988b). Las evidencias apuntaban claramente hacia una
funcién reguladora de MAPs en el ensamblaje de microtibulos por
interacciones con las secuencias del dominio C-terminal de tubulina
{Cross et al., 1991).

Por otra parte, los dominios de MAPs responsables de su
unién a la tubulina han sido estudiados en detalle. Estudios
moleculares de las secuencias de clones de ¢cDNA de cerebro, han
revelado la existencia de tres secuencias repetidas de 18
aminodcidos en la proteina Tau: secuencia I (V187.G204),
VRSKIGSTENLKHQPGGG, altamente basica con pI=10,5, secuencia II
(V218_G235) VTSKCGSLGNIHHKPGGG, tambien altamente bdsica con
pI=10,5 y secuencia III (V250-G267) VQSKIGSLDNITHVPGGG de
naturaleza neutra con pI=7,0 (Ennulat, et al.,, 1989). A pesar que
MAP-2 y Tau son proteinas con estructuras diferentes aunque con
funciones similares, es notable el hecho que Tau juvenil (de origen
embrionario) comparte tres secuencias repetidas de alta homologia
con las encontradas en MAP-2 ( Lewis et al., 1988; Lee, 1990).

Tau adulta presenta cuatro secuencias repetidas, dos de las
cuales son comunes con MAP-2. Estudios en este laboratorio han
demostrado que estas secuencias repetidas de MAPs constituyen
dominios (o motivos) de unién comunes para la unién a tubulina
(Maccioni et al., 1989; Rivas-Berrios et al.,, 1990; Cross et al., 1991).
Por otro lado, estudios con anticuerpos idiotipicos y anti-idiotipicos
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han revelado la naturaleza de los epitopes funcionales en las MAPs
involucrados en las interacciones selectivas con microtibulos y han
permitido definir la existencia de dominios funcionales comunes-en
MAP-2 y Tau responsables de la interaccién con el sistema
microtubular (Rivas-Berrios et al.,, 1990, Cross et al.,, 1993). El
hallazgo de anticuerpos anti-idiotipicos presentes en el antisuero de
conejos inmunizados con los péptidos o—(430-441) y P-(422-434)
de tubulina, y la posterior produccién de anticuerpos monoclonales
de naturaleza anti-idiotipica han contribuido al andlisis de los
dominios de MAPs involucrados en su inferaccién con microtibulos,
y al estudio de su regulacién (Rivas et al.,, 1988). De acuerdo con el
modelo de Jerne et al. (1982) los anticuerpos anti-idiotipicos
reconocen por definicién la superficie molecular complementaria
a los péptidos o y § de tubulina, es decir los dominios de MAPs que
interactdan con los péptidos o y B—tubulina. Se demostré que
anticuerpos de naturaleza anti-idiotipica inhibian la unién de MAP-
1, MAP-2 y Tau a tubulina en forma competitiva, ademds de su
marcado efecto para desensamblar microtibulos preformados
(Rivas et al.,, 1988).

Para corroborar la funcién de las secuencias repetidas tanto
de MAP-2 como de Tau, se produjeron los péptidos sintéticos
conteniendo éstas secuencias. Asi, se encontré que las primeras dos
secuencias repetidas inducen el ensamble de tubulina de cerebro en
una forma dependiente de la dosis, mientras que la tercera tiene un
efecto significativamente menor (Maccioni et al., 1989; Farias et al,,
1992). Dado que los dos primeros péptidos que promueven el
ensamblaje de microtibulos tienen un punto isoélectrico bdsico
(pI=10,5) y el tercer fragmento que no induce el ensamblaje tiene
un pI=7,0, se estudié también si los efectos de los péptidos de Tau
eran explicables solamente por carga o habia algiin componente de
reconocimiento altamente especifico en la secuencia de éstos.
Mediante estudios que utilizaron un péptido con los mismos
residuos que la primera secuencia de Tau (i.e., con el mismo
pI=10,5) pero distribuidos aleatoriamente, se encontré que éste no
promovia el ensamblaje de microtibulos pero interferia con el
efecto inductor del péptido de Tau con la primera secuencia
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repetida (Ennulat et al., 1989). Estos experimentos sugieren que la
unién a microtiibulos por parte de la secuencias repetidas estaria
mediada por interacciones electrostdticas, pero se requiere de un
“motivo" especial de esta secuencia para inducir el ensamblaje
(Ennulat et al., 1989). Ademas del componente electrostético,
factores conformacionales estin también involucrados en la
interaccién (Maccioni et al.,, 1989). Otros estudios (Melki et al.,1991)
han demostrado que el péptido V218.G235 de Tau se incorpora
a tubulina con una razém de 2:1 (mol/mol) lo que estd de acuerdo
con el papel de los dos dominios en tubulina, o—(430-441) y B-
(422-434). El péptido de Tau no solo tiene toda la informacién
necesaria para inducir el ensamblaje de microtibulos (Farias et al.,
1992) sino que ademds puede organizar los microtibulos formados
en grandes manojos filamentosos (Melki et al., 1991). Un esquema
que representa las posibles interacciones entre secuencias del
dominio C-terminal de tubulina (Maccioni et al., 1988; Cross et al.,
1991) y secuencias repetidas de la regién catidnica de MAP-2 y Tau
se muestra en la Figura 1.

Estudios con  anticuerpos anti-idiotipicos que reconocen
MAPs a nivel de los dominios de unién de tubulina, han demostrado
que éstos interactian con los péptidos de Tau e inhiben su
capacidad inductora de ensamblaje de tubulina. También se ha
demostrado por experimentos inmunolégicos y de competencia, que
las isoformas de MAP-2 y Tau tienen determinantes antigénicos
comunes, los cuales corresponden a sus dominios de unién con
tubulina (Rivas-Berrios et al., 1990).
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Figura 1. Esquema que representa las posibles interacciones entre tubulina y
MAPs. Se muestra parte de las secuencias aminoacidicas de los dominios
constante y variable de la regién C-terminal de isoformas de B-tubulina. La
linea continua delimita la secuencia reguladora Y422.E432 del dominio C-
terminal de isoformas de B-tubulina, que interactia productivamente con
secuencias repetidas de la region catiénica de MAP-2 y Tau durante el proceso
de ensamblaje microtubular. Las lineas de trazos muestran las posibles vias de
interaccién entre secuencias reguladoras en tubulina y MAPs (cuadrados

punteados 6 vacios) {Maccioni et al,, 1988; Cross et al., 1991).
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1.6. DROGAS QUE INTERACTUAN CON MAPs: Una aproximacion

experimental extremadamente valiosa para el estudio de la funcién
microtubular tanto in vive como in vitro ha sido el uso de drogas
anti-microtibulos. Existe una serie de drogas que interactian con el
heterodimero de tubulina, sin embargo la informacién sobre
inhibidores de MAPs es muy escasa. Entre las drogas que se unen a
tubulina, cabe mencionar la colchicina que se une con gran afinidad
a tubulina (Maccioni, 1986), podofilotoxina, vinblastina
(Bhattacharrya and Wolff, 1976) y taxol. Se ha descrito que estas
drogas producen un marcado efecto bloqueador de la mitosis
(Maccioni, 1986; Horwitz et al.,, 1982).

Existen pocas moléculas itiles para estudiar las funciones de
microtibulos dependientes de MAPs. Moléculas polianidnicas tales
como heparina y 4cido poliaspirtico se unen en forma idénica a las
MAPs inhibiendo el ensamblaje de microtibulos (Deinum et al,,
1984; Nakamura et al., 1989). Una nueva droga antineopldsica
denominada Estramustina (EM) (Stearns and Tew, 1988), ha
demostrado sus efectos inhibitorios sobre la formacidén de
microtibulos por su interaccién directa con MAPs. Estramustina es
un aducto formado por estradiol y mostaza nor-nitrogenada (Figura
2), v es clinicamente usada en el tratamiento del cdncer prostitico
avanzado (Jonsson et al.,, 1977). Esta droga fue sintetizada
originalmente para realizar quimioterapia sitio-dirigida contra
tumores malignos sensibles a estrégeno, como en el cdancer
mamario, donde la idea era dirigir el componente citotéxico
(mostaza nor-nitrogenada) hacia células-blanco especificas que
contenfan receptores para estrégeno. Se pensaba que la droga, luego
de ser internalizada, se acumularia en el nicleo por su unidén al
receptor de estrégeno. Debido a la hidrélisis del éster carbamato de
la droga por carbaminidasas y/o esterasas, la mostaza  nor-
nitrogenada liberada podria reaccionar con sitios nucleofilicos
intracelulares, produciendo la alquilacién de DNA o de proteinas,
inhibiendo asi el crecimiento tumoral. Sin embargo, Ilas
investigaciones preliminares indicaron que EM no se unia al
receptor de estrégeno (Ohsawa and Yamazaki, 1988) =ni se
acumulaba en glindula mamaria. Por el
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Figura 2. Estructura molecular de las drogas anti-neopldsicas que interactian

con MAPs: Estramustina (EM) y de su derivado fosforilado Estramustina

fosfato (EMP).
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contrario se demostré su distribucién en células de la glindula
prostitica (Forsgren et al.,, 1979) gracias a la presencia de una
proteina que funcionaba como receptor de EM (Bjork et al.,, 1982).
En quimioterapia anti-tumoral se utiliza EMP, (Figura 2) andlogo de
EM, el cual es ripidamente desfosforilado hacia EM que se acumula
en la glindula prostitica (Hoisaeter, 1976). Se demostré
posteriormente que el éster carbamato entre estradiol y mostaza
nor-nitrogenada era muy estable y que ‘la unidad citotéxica era el
aducto completo (Tew et al., 1985). Estudios con células en cultivo
- prostdticas DU-145 demostraron que EM induce el bloqueo de la
mitosis en metafase de una manera similar a colchicina (Hartley-
Asp; 1984), lo cual sugiri6 que los microtibulos eran los sitios mds
directos de accién de EM. Estudios in vitro demostraron que EMP
inhibia rdpida y reversiblemente el ensamblaje de microtibulos
(Kanje et al., 1985). Sin embargo, a diferencia de las drogas que se
unen a tubulina, el desensamblaje de microtibulos dependiente de
EMP fue revertido por la adicién de taxol, lo cual indicé por primera
vez que la EMP no interactuaba con tubulina sino con MAPs (Kanje
et al., 19835).

Otras células blanco para EM y EMP son: células de la
glindula submaxilar (Pousette et al., 1987); células tumorales de
glioma (Von Schoutlz et al., 1988) y lineas celulares tumorales de
pulmén (Bergh et al., 1988). Todas éstas lineas celulares contienen
también una proteina que une EM, que no es receptor de estrégeno.

Numerosos estudios utilizando EM y/o su derivado
fosforilado EMP indican que estas drogas tienen efectos inhibitorios
sobre los siguientes procesos: transporte intracelular (Stearns and
Tew, 1985; Kanje et al.,, 1985); secrecién de colagenasas (Wang and
Stearns., 1988); secrecién de interleuquina-IIT (Martinez et al.,
1992); invasividad tumoral (Mareel et al., 1988); proliferacion
celular (Von Schultz et al., 1988); metastasis (Senoh et al., 1989);
fagocitosis (Bjermer et al., 1988); ruptura de  vesicula
germinal (Rime et al., 1988). Estas observaciones son consistentes
con el efecto inhibidor de EM sobre los microtibulos a nivel celular,
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Por ello es posible que muchos de los efectos de inhibicién
por parte de EM y su derivado EMP sean consecuencia del bloqueo
de procesos mediados por los microtdibulos. Sin embargo se ha
descrito ademis que EM se une a proteinas de la matriz nuclear
tanto en células HelLa como en células tumorales prostiticas DU-
145, y que esta unién podria interferir con el procesamiento o
transporte del RNA en el niicleo (Tew et al., 1985; Kruse et al., 1988;
Kruse and Hartley-Asp, 1989). Asi la accién de la droga tanto sobre
la dindmica de los microtibulos como a nivel de eventos post-
transcripcionales puede explicar los miltiples efectos de EM a
distintos niveles de la organizacién celular. En relacién a los posibles
efectos de EM via proteinas de unién a esta droga (EMBP’s), no hay
mayores antecedentes que indiquen que la unién de EM a estas
proteinas podria alterar algin proceso celular especifico (Bergh et
al., 1988). Es posible que la EMBP solo tenga un efecto concentrador
de la droga en determinados tejidos o células que la expresen. Por
otra parte, los efectos citotéxicos anti-microtdibulos de esta droga
son independientes de sus componentes (i.e., mostaza nor-
nitrogenada y estradiol). Los efectos de Estramustina sobre la
sintesis de proteinas, de DNA y de RNA indican que el aducto tiene
efectos diferentes que sus componentes por separado. Dado que la
unién carbamato es un rasgo unico de la droga (es decir no estd en
sus componentes por separados), se piensa que ella podria dar
cuenta de las propiedades del aducto (Tew and Stearns 1989).

1.7. ACTINA: La actina muscular ha sido una de las proteinas de
citoesqueleto mayormente estudiadas. Esto no es sorprendente,
dado que es con frecuencia la proteina mds abundante en células
musculares y participa en los procesos de motilidad y en Ia
estructuracién de la matriz citoplasmadtica (Pollard, 1990). Tanto la
actina muscular en vertebrados como la actina de hongos y
protistas  denominada «-actina, son proteinas muy conservadas.
Otro grupo es la B-actina citoplasmdética, que también es
extremadamente conservada en las  diferentes especies.

La actina monomérica, o G-actina, es una proteina globular
acidica (pI =5,4) con una masa molecular de 42 kDa. La G-actina
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tiene capacidad de unir iones divalentes, especialmente Mg2+, y
nucleétidos ATP y ADP. Durante el proceso de ensamblaje de
filamentos de actina, ocurre la incorporacién de actina-ATP al
filamento en crecimiento manteniendo siempre la misma
orientacién, situacién andloga al caso de microtibulos. Por ello los
filamentos de actina son también de naturaleza polar. Una vez
incorporada la actina ocurre la hidrélisis del ATP. Se ha postulado
que la hidrélisis tendria funciones en el desensamblaje rapido de
los filamentos de actina (Carlier and Pantaloni, 1989). Al respecto,
se ha establecido que el desensamblaje de filamentos de actina-ADP
es rdpido en relacién al desensamblaje de filamentos de actina-
ATP, pero es mucho mds lento que el desensamblaje de tubulina-
GDP desde el microtibulo formado. Por ello se cree que los
filamentos de actina presentan poca inestabilidad dindmica como la
descrita para microtibulos (Mitchison, 1992). La G-actina
intracelular puede estar distribuida heterogéneamente, dado que
existen evidencias de una aparente compartimentacion de G-actina
en las células de Listeria. Se cree que los mecanismos de regulacion
de esta dinamica, podrian involucrar la participacién de proteinas
de unién a actina (ABP) como la profilina ademds de otros
elementos regulatorios (Mitchison,1992).

1.8. PROTEINAS QUE UNEN ACTINA (ABP). El estudio de los
niveles intracelulares de G-actina ha sido clave para comprender la
dindmica de los microfilamentos y su regulacién in vive. En estudios
in vitro se ha determinado que cuando el nivel del mondémero se
reduce a 0.1 pM, se detiene el ensamblaje de G-actina en filamentos
de actina. En el citopldsma de células métiles existen niveles entre
20-200 pM de G-actina dependiendo del tipo celular y del estado
fisiolégico (Korn, 1978; Heacok and Bamburgh, 1983). Se ha
propuesto que proteinas reguladoras tales como profilina (Carlsson

et al., 1977), tiona espermitica (Tilney, 1976) y timosina (Safer et
al., 1991) mantienen los niveles de G-actina elevados debido a que
se unen a actina e impiden su incorporacién a los filamentos. Los
miembros de esta clase de proteinas que unen actina serian los
responsables de la regulacién de 1las funciones de los
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microfilamentos, situacién andloga al papel que juegan las MAPs en
los microtibulos.

Se ha determinado que el estado fisico de la actina (G o F-
actina) en las células estd regulado por proteinas que unen actina
en forma reversible. Existen al menos tres sistemas aparentes de
regulacién del estado fisico de la actina en células eucaridticas:

(a) La G-actina se ensambla formando F-actina, y de acuerdo
con este equilibrio F-actina formada se puede desensamblar para
formar los mondémeros de actina. Este ciclo estd regulado por al
menos seis clases de proteinas: (1) profilina que secuestra
monémeros de actina ; (2) villina que controla la nucleacién de los
filamentos de actina; (3) fragmina que bloquea los extremos de
estos filamentos; (4) B-actinina que bloquea el extremo del
filamento; (5) gelsolina y (6) depactina que corta los
microfilamentos.

(b) Los filamentos de actina pueden entrecruzars¢ para
formar manojos y reticulos de mayor complejidad. Este proceso estd
controlado por una serie de proteinas que se indican mds abajo.
Estas estructuras de mayor complejidad, dan fuerza tensional a los
filopodios y lamelipodios ubicados en el frente celular y
contribuyen a la estructura de la superficie celular. Este ciclo es
regulado por al menos cuatro clases de proteinas entrecruzadoras
de actina: (1) villina que organiza los filamentos en manojos
fuertemente unidos ; (2) a-actinina que organiza los filamentos en
manojos sueltos; (3) proteinas que organizan los filamentos en
reticulos ortogonales; y (4) espectrina que entrecruza los oligdmeros
del microfilamento.

(¢) Las estructuras de actina estdn reversiblemente ancladas
a la membrana. Este ciclo es facilitado por protefnas que unen
actina, entre las que incluyen la proteina MARCKS (sustrato de la
protein kinasa-C) y profilina (Aderem, 1992). De grdn interes en
este punto, ha sido la posibilidad de asociar grandes sistemas de
transduccién de sefiales extracelulares con cambios en la estructura
del citoesqueleto de actina. MARCKS es una proteina filamentosa
que permite entrecruzar filamentos de actina en manojos y que
actia como un integrador de las sefiales de la proteina kinasa-C y la
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kinasa dependiente de Ca2+/calmodulina en la regulacién de las
interacciones actina-membrana plasmadtica. Profilina, por su parte,
es activada por la accién coordinada de un receptor tirosina kinasa
y fosfolipasa C, estimuiando asi la estabilizacién de los filamentos de
actina (Aderem, 1992).

1.9. INTERACCION ENTRE MICROTUBULOS Y FILAMENTOS DE
ACTINA : Diferentes estudios tanto a nivel estructural como
morfolégicos de la organizacién citoplasmdtica indican que los
diferentes componentes del citoesqueleto interactian de manera
conjunta (Ellisman and Porter, 1980; Schliwa, 1985; Danowski,
1989). Una serie de evidencias utilizando estudios de viscosimetria,
fotoblanqueado, co-sedimentacién y microscopia electrénica
sugieren que las uniones entre filamentos de actina y microtibulos
estin mediadas por las MAPs (rev. Bershadsky and Vasiliev, 1988;
Sattilaro, 1986). Al menos tres MAPs estarian involucradas en unir
directamente la molécula de actina: MAP-1, de acuerdo a los
estudios en células en cultivo (Asai et al., 1985); MAP-2 (Griffith
and Pollard, 1978; Sattilaro et al., 1981) y la proteina Tau (Cross et
al., 1993) de acuerdo a evidencias in vitro o in vivo. Se ha descrito
también que MAP-2 y la proteina Tau podrian organizar los
filamentos de actina en manojos in vitro (Griffith and Pollard,
1982), siendo esta actividad sensible al estado de fosforilacién de
las MAPs (Nishida et al., 1981; Selden and Pollard, 1983; 1986). Por
otra parte se ha planteado también que los microtdbulos
afectarfan notablemente la  organizacién del citoesqueleto de actina
(Danowski, 1989) y de filamentos intermedios (Blose et al., 1984).
Se ha determinado la presencia de dos sitios de unién de actina en
MAP-2 (Pollard et al., 1984). En otra linea experimental, Sattilaro
(1986) demostré que actina se puede unir a un fragmento de
MAP-2 que contenia el dominio de unién a tubulina. Estudios
recientes sugieren fuertemente que los dominios que estdn
involucrados en las conexiones moleculares entre MAPs y
microfilamentos serian los dominios de MAPs de unién a tubulina
(Cross et al.,, 1993). Se ha mostrado la interacién directa entre el
péptido KVTSKCGSLGNIHHKPGGG correpondiente a la segunda
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secuencia repetida de Tau con actina in vitro. Por lo tanto, péptidos
de Tau no solo reconocen tubulina, sino también actina in vitro
(Correas et al., 1990). Evidencias directas sobre el papel in vivo de
Tau como proteina mediadora de las interacciones entre
microtiibulos y filamentos de actina se han obtenido a través de
estudios realizados en una amplia variedad: de células en cultivo
(Cross et al., 1993; Maccioni et al., 1992).

1.10. OBIETIVOS DE LA TESIS E HIPOTESIS DE TRABAJO: El objetivo
de esta tesis ha sido el estudio en profundidad de los dominios
repetidos de MAPs en relacién a la organizacién y ensamblaje de
microtibulos y la dindmica del proceso de supra-ensamblaje de
filamentos de actina. Para estos estudios se utilizaron dos nuevas
drogas inhibidoras de microtibulos EM y EMP las cuales actian a
nivel de las MAPs. Dentro del contexto de estos objetivos, se
realizaron también estudios a nivel molecular de la interaccién
MAPs-tubulina y MAPs-actina utilizando sistemas reconstituidos
con proteinas completas y péptidos sintéticos con las secumencias de
los dominios reguladores en las MAPs.

La hipétesis planteada al comienzo de esta investigacin
(Proyecto de Tesis) postulaba que EMP se uniria a los dominios
de MAPs responsables de sus interacciones con los sitios
reguladores a nivel de la regién C-terminal de tubulina. Postulamos
que esta unién estaria mediada por interacciones preferentemente
electrostdticas entre EMP y dominios catidnicos en las secuencias
repetidas de MAP-2 y Tau. En relacién a la interaccién entre MAPs
y actina, postulamos que secuencias repetidas de MAPs
interactuarfan con actina afectando -asi la organizacién y la
capacidad de ensamblaje de los microfilamentos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1, MATERIALES: Los cerebros de bovino para la purificacién de
MAPs y de tubulina fueron obtenidos de animales recién
sacrificados. Actina se preparé a partir de misculo esquelético
pectoral de pollo obtenido de animales sacrificados en el laboratorio.
Los reactivos quimicos sacarosa, dimetilsulféxido, GTP tipo II-S, ATP
tipo II, EGTA, EDTA, Mes, Tris, Imidazol, MgClz, NaHCO3, inhibidores
de proteasas: PMSF, aprotinina, inhibidor del poroto de soya, fueron
obtenidos en SIGMA Chemical Co. KCl, acetona, metanol, etanol, HCI,
NaOH fueron de MERCK. Acetato de uranilo, parlodién y las grillas
para microscopfa electrénica fueron obtenidas de Ted Pella Inc. Las
placas para ELISA fueron obtenidas en Nunc. Las resinas Sephacryl
S$-200 y S-300 fueron obtenidos de Pharmacia. Bio-gel P-6 fue
obtenida en Bio-Rad. Fosfocelulosa fue obtenida en Whatman. Las
drogas Estramustina (EM), (estradiol-3-(-N,N-bis-(2-chloroethyl
carbamato))), su derivado fosforilado Estramustina-fosfato (EMP) y
sus derivados radioactivos (2,4,6,7)-tritiados fueron proporcionados
generosamente por Kabi Pharmacia AB (Sweden). El anticuerpo
policlonal contra el péptido de Tau V187-G204 qytilizado en estos
estudios , que reconoce especificamente proteina Tau a nivel de sus
secuencias repetidas, fue preparado en el laboratorio segin se ha
descrito anteriormente (Rivas-Berrios et al., 1990; Cross et al.,
1993). Otro anticuerpo policlonal anti-Tau no dirigido contra las
secuencias de Tau de unién a tubulina fue obtenido de SIGMA
Chemical Co. Todos los reactivos utilizados fueron de la mds alta
pureza analitica.

2.2. Purificacién de proteinas microtubulares

2.2.1. PROTEINA MICROTUBULAR: Se preparé6 proteina
microtubular (MTP) a partir de extractos de cerebros de bovino, por
medio de ciclos de polimerizacién-despolimerizacién segiin el
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método de Shelanski et al. (1973), con algunas modificaciones
{(Maccioni et al., 1981). Brevemente, cerebros de bovino adultos,
se limpiaron de meninges, vasos sanguineos y sangre superficial.
Luego fueron pesados y homogenizados a 4°C con la mitad de
volumen respecto a su peso, de una solucién de MES 0,1 M (pH 6,8),
glicerol 1 M e inhibidores de proteasas (aprotinina 10 pg/mL, PMSF
0,2 mM, inhibidor del poroto de soya 5 pg/mL) preenfriada a 4°C.
Posteriormente, el homogenizado se centrifugé a 20.000xg por 60
min a 4°C para eliminar restos celulares y extracelulares insolubles.
El sobrenadante obtenido luego de la centrifugacién, se ajusté con
GTP a una concentracién final de 1 mM , EGTA 0,5 mM, MgCly 1 mM
y glicerol 2,5 M, y se incubd por 30 min a 379C, para inducir la
formacién de microtibulos. Los microtubulos formados, se
separaron de la fase acuosa por centrifugacién a 45.000xg durante
60 min a 30°C. Las pellas de microtibulos obtenidos se
desensamblaron a 4°C con homogenizaciéon en dos volimenes de
amortignador MES 0,1 M (pH 6,8), EGTA 0,5 mM, y MgCl2 1,5 mM y
el material no desensamblado fue descartado por centrifugacién a
45.000xg durante 45 min a 4°C. El sobrenadante obtenido fue
ajustado a concentraciones finales de GTP 1 mM y glicerol 4 M, y se
realizé6 un nuwevo ciclo de ensamblaje-desensamblaje. Para ello, el
sistema fue incubado por 30 min a 370C y los microtibulos
formados fueron sedimentados a 45.000xg por 45 min a 30°C. Las
pellas de microtibulos fueron congeladas en nitrégeno liquido y
guardadas a -70°C hasta su posterior uso. Las MTP asi preparada
contenian tubulina y alrededor de 12% de las proteinas asociadas a
microtiibulos, esencialmente MAP-1, MAP-2 y Tau.

2.2.2. SEPARACION DE TUBULINA DE ILAS MAPs: La tubulina se
purific6 a partir de MTP mediante cromatografia de intercambio
catiénico en fosfocelulosa (tubulina-PC). Para ello, la proteina
microtubular (MTP) se resuspendié en amortiguador PC: MES 20
mM (pH 6,8), EGTA 0,5 mM, MgCl; 0,5 mM, EDTA 0,1 mM y DTT 1
mM, y se aplicé a la columna de fosfocelulosa (1,5 x 10 cm),
preequilibrada con el amortiguador PC. El eluido se colecté en
fracciones de 1 mL, en cada una de las cuales la concentracion de
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proteinas fue determinada espectrofotométricamente  (Herndndez
et al., 1986). La tubulina purificada (tubulina-PC) fue obtenida en
el volumen vacio de la columna de fosfoceiulosa, mientras gue las
MAPs quedaron retenidas en dicha columna debide a sus pl
débilmente bdsicos. En todos los casos el grado de pureza (95-97%)
de la tubulina-PC fue confirmado por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (Laemmli, 1970).

2.2.3. PURIFICACION DE MAPs MEDIANTE CROMATOGRAFIA EN
FOSFOCELULOSA: Se recuperaron las MAPs retenidas en la columna
de fosfocelulosa después de una purificacion de tubulina, tratando
la columna de fosfocelulosa con NaCl 0,6 M . Las MAPs liberadas
fueron dializadas contra Tris 2,5 mM, pH 7,5, concentradas por
ultrafiltracién en Amicon, alicuotadas y guardadas en nitrégeno
liquido hasta su uso experimental.

2.2.4. PURIFICACION DE TAU: La proteina Tau fue purificada a
partir de proteina microtubular, gracias a su termoestabilidad vy
solubilidad en 4cido (Grundke-Igbal et al., 1986). Las pellas de
proteina microtubular obtenida en el segundo ciclo de ensamblaje-
desensamblaje, fueron resuspendidas en tres volimenes de
amortiguador MES 0,1 M (pH 2,7) a 4°C e incubados a la misma
temperatura por 15 min La suspensién fue hervida por 5 min, con
el propésito de desnaturar y precipitar la tubulina y otras proteinas
contaminantes. Posteriormente la suspensién fue enfriada vy
centrifugada a 25.000xg por 20 min a 40C. Se retiré la fraccién
sobrenadante que aun contenia MAP-2, Tau y otras proteinas
termoestables menores. Con el objeto de separar la proteina Tau del
resto de proteinas termoestables, a la solucién sobrenadante se
agregd 4cido perclérico hasta alcanzar una concentracién final de
2,5%, y se centrifugd a 25.000xg por 20 min a 4°C. La alta
temperatura y el bajo pH, remueven por  precipitacién tubulina,
MAPs de alto masa molecular y otros contaminantes proteicos,
mientras que Tau permanece soluble (Grundke-Igbal et al., 1986;
Hirokawa et al., 1988). Finalmente se recuperé el sobrenadante de
la  precipitacion con 4cido perclérico, y se dializ6 contra
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amortiguador Tris 2,5 mM (pH 7,6) a 40C po} 24 hrs. Transcurrido
este tiempo, el dializado fue concentrado por ultrafiltraciéon en
Amicon, alicuotado y guardado congelado a -70°C. Tau se obtuvo
con un 90-96% de pureza de acuerdo a determinaciones mediante
electroforesis en el sistema PAGE-SDS.

2.2.5. PURIFICACION DE MAP-2:La proteina asociada a
microtibulos MAP-2, fue purificada de acuerdo con el método
descrito por Vera et al. (1988a). Proteina microtubular proveniente
del segundo ciclo de ensamblaje fue resuspendida en amortiguador
MES 50 mM (pH 6,8), y hervida por 5 min, seguida por el
fraccionamiento del sobrenadante con sulfato de amonio (50%) y
posterior cromatografia en columna de Sefarosa CL- 4B (1,5 x 95
cm). Las proteinas fueron eluidas con amortiguador Mes 50 mM (pH
6,8) que contenia NaCl 0,5 M. MAP-2 se obtuvo con una pureza de
alrededor de 90% de acuerdo a criterios de andlisis electroforético.

2.3. PURIFICACION DE ACTINA: En resumen, actina fue purificada
a partit demisculo estriado de pollo segin el método descrito por
Spudich and Watt (1971) con modificaciones segin Pardee and
Spudich (1982). G-actina fue guardada a 4°C en amortiguador Tri-
HC1 2 mM (pH 8,0) que contenia ATP 0,2 mM, CaCl; 0,2 mM, DTT 0,5
mM y azida de sodio 0,02 %. Los estudios con G-actina fueron
realizados usualmente dentro de Ia semana siguiente a Ssu
purificacidn.

2.4. DETERMINACION DE PROTEINAS: La concentracién de
proteina microtubular y proteinas parcialmente purificadas fue
cuantificada por el método turbidimétrico descrito por Vera et al.
(1989). En algunos casos la concentracién de proteina microtubular
se determiné de acuerdo a Lowry et al. (1951) usando albimina de
suero de bovino como referencia. Las concentraciones de tubulina,
MAP-2, Tau y actina purificadas fueron determinadas midiendo la
absorbancia a 280 nm (0 290 nm para actina) y utilizando los
coeficientes de absorcién que se indican: tubulina E0.-1%,¢4,,=1,15
(Weisenberg, 1972); Tau E0-1%,g4,,=0,28 (Cleveland et al., 1977);




MAP-2 E0.1%,40n;n=0,32 (Herzog and Weber, 1978) y actina
E0.1%,60,m=0,65 (Griffith and Pollard, 1978).

2.5. ELECTROFORESIS: Las proteinas purificadas, fueron analizadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en  placas
(11x9x0,15 c¢cm) en presencia de SDS, de acuerdo al método de
Laemmli (1970). Luego de realizada la electroforesis, los geles
fueron tefiidos con una solucién de azul brillante de Coomassie al
0,25%, disuelto en una mezcla de metanol 25% y d4cido acético 10%.
Finalmente los geles fueron destefiidos en una solucién que contenia
metanol 10% y écido acético 10%.

2.6. PEPTIDOS SINTETICOS: El uso de péptidos sintéticos ha sido
clave en el anilisis de la estructura de dominios involucrados en las
interacciones macromoleculares especificas entre la proteina Tau (o
MAP-2) y la molécula de tubulina (Maccioni and Arechaga, 1987;
Serrano et al.,, 1984a; Cross et al., 1991; Maccioni et al., 1989; Joly et
al., 1989) (referencia Figura 1, Introduccién). En esta tesis hemos
utilizado péptidos sintéticos correspondientes a éstas secuencias
repetidas de Tau para analizar los efectos de EMP en la interaccion
MAPs-tubulina, y a nivel del ensamblaje de los microtibulos. Los
péptidos derivados de la secuencia de la regién conservada de Tau
juvenil de mamiferos, V187-G204: VRSKIGSTENLKHQPGGG, V218 -
G235; VTSKCGSLGNIHHKPGGG, V250 - G267 :VQSKIGSLDNITHVPGGG; y
el péptido de la subunidad B-(422-434):YQQYQDATADEQG de
tubulina, fueron sintetizados para esta investigacién con el sistema
de fase so6lida mediante un sintetizador automadtico tipo 4304,
Applied Biosystems en el laboratorio de R. B. Maccioni en la
Universidad de Colorado, USA en colaboracién con J. Stewart
(Stewart and Young, 1984) y purificados en un sistema de HPLC
Waters de fase rteversa en una columna C18 Novopack (Rivas-
Berrios et al., 1990). Los péptidos purificados fueron sujetos a
liofilizacién y guardados a -70°C (Maccioni et al.,, 1989). El grado
de pureza para todos los péptidos utilizados fue de un 99%. El
péptido de bradicinina (RPPGFSPFR) fue donado por J. Stewart.
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Una representaciéon esquemdtica de la secuencia del
segmento C-terminal p-I1(422-434) de B-tubulina y las tres
secuencias repetidas de la regionm C-terminal de la proteina Tau
inmadura se muestra abajo:

Estructura primaria de los péptidos de tubulina y Tau utilizados en esta tesis.

a) Secuencia del subdominio B-II(422-434) de la regiéon C-
terminal de B- tubulina (segmento parcialmente invariante)

B(422-434) YQQYQDATADEQG (pI=3,8)
b) Secuencias repetidas de Tau

V187-G204; VRSKIGSTENLKHQPGGG (pI=10,5)

V218.G235; VTSKCGSLGNIHHKPGGG (pI=10,5)

V250.G267: VQSKIGSLDNITHVPGGG (pI=7,0)

La secuencia C-terminal de las isoformas de PB-tubulina
contiene un dominio importante de tubulina para la unién a MAP-2
y a la proteina Tau (Maccioni et al.,, 1988). Por otra parte, las tres
secuencias repetidas de Ia proteina Tau, que también estdn
presentes en MAP-2 (Kosik et al., 1989; Lewis et al.,, 1988; Maccioni
et al.,, 1989) constituyen parte de sus dominios de unién al
microtibulo. Algunas isoformas de la proteina Tau de cerebro
adulto, contienen ademds una cuarta secuencia repetida adicional
(Joly et al., 1989; Kosik et al., 1989; Lewis et al., 1988).
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2.7. Ensayos de ensamblaje

2.7.1. ENSAYO DE ENSAMBLAJE DE MICROTUBULOS:. Los ensayos de
ensamblaje de microtibuios fueron realizados de acuerdo al
siguiente protocolo: se incubé tubulina-PC (1,8 mg/mL
concentracién final) en Mes 100 mM pH 6,8, MgCl, 0,5 mM, EGTA 2
mM y GTP 1 mM (amortiguador PC) y en presencia de fracciones de
proteina Tau o de péptidos de Tau hasta alcanzar concentraciones
finales de Tau de 5,6 puM. Las mezclas en un volumen final de 0,4
mL fueron incubadas por 30 min a 37°9C para producir el
ensamblaje de tubulina en microtibulos. El nivel de ensamblaje de
tubulina con los péptidos de Tau VI187.G204 y V218.G235 ge
determind por turbidimetria analizando el cambio de absorbancia a
350nm. En experimentos separados se ensayd el efecto de
diferentes concentraciones de EMP preparada en el amortiguador PC
sobre la cinética de ensamblaje de tubulina inducida con los
péptidos de Tau. Otra serie experimental incluyé el andlisis de
diferentes concentraciones de EM preparada en DMSO sobre 1la
cinética de ensamblaje de tubulina inducida por los péptidos de Tau,
Se realizé un control con DMSO en ausencia de EM para evalvar el
efecto especifico de EM sobre la cinética de polimerizacién de
tubulina-PC inducida por péptidos de Tau.

2.7.2. ENSAYO DE ENSAMBLAIJE DE ACTINA: Los ensayos de
ensamblaje de actina fueron realizados incubando G-actina
purificada a concentraciones finales entre 0,18 y 0,4 mg/mL, en
amortiguador de polimerizacién (amortiguador A) que contenia: Mes
100 mM pH 6,6, KCl 50 mM, MgClz» 2 mM y ATP 1 mM. Las mezclas
en un volumen final de 0,2 mL, fueron incubadas por una hora a
temperatura ambiente en tubos de microcentrifuga y los productos
de ensamblaje de actina fueron analizados por microscopia
electrénica. Se realizé el estudio de la cinética de ensamblaje de G-
actina en filamentos de actina midiendo el cambio de absorbancia a
232 nm, segiin lo descrito por Higashi et al. (1963). Para estudiar la
formacién de manojos de filamentos de actina se realizaron
mediciones a 320 nm  (Kotani et al., 1985). En experimentos
separados se estudié el efecto de EM, EMP o de proteina Tau y
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péptidos de Tau en las cantidades finales de 100 pM, 20 uM, 100
pg/mL y 90 uM, respectivamente, sobre la cinética de ensamblaje
de actina midiendo los polimeros formados a 232 nm o sobre el
aumenio de turbidez midiendo a 320 nm. En algunos experimentos
se realizé la co-incubacién de péptidos de Tau con EM o EMP previo
al ensayo de polimerizacién, para analizar una posible competencia
entre péptidos de Tau y EMP por sitios comunes en actina.

2.8. CARBAMILACION DE PROTEINA TAU Y PEPTIDOS DE TAU: La
proteina Tau purificada y el péptido de Tau V187-G204 fueron
modificados quimicamente con KCNO gue reacciona con los €-amino
libres de los residuos lisina (Mellado et al.,, 1982). Para 1la
modificacién del péptido de Tau, se incubaron 3 mg de péptido con

KCNO 0,2 M en Mes 100 mM pH 6,6 por 1 hora a temperatura -

ambiente, seguido por cromatografia en Sephadex G-25 fino (20x1
cm) para separar el péptido del cianato libre. La fraccién de elucion
para el péptido modificado en la columna de Sephadex G-25 fue
estimada a partir de la elucién de péptido de Tau carbamilado
con K-14CNO, o sobre la base de determinaciones con fluorescamina
(Moraga et al., 1992) usando péptido no modificado, considerando
que el péptido modificado y el no medificado tienen el mismo
volumen de elucién. Como control en los distintos ensayos, 3 mg de
péptido de Tau fueron incubados con KCl 0,2 M. La protefna Tau fue
modificada con KCNO utilizando el mismo protocolo (Mellado et al.,
1982). La reaccién de carbamilaciéon de péptidos de Tau fue
corroborada midiendo la incorporacién de K14CNO al péptido. 3 mg
del péptido de Tau fueron tratados con’ K14CNO 50-200 mM (0,6
pCi/pmol), incubados por 30 min a temperatura ambiente, y el
producto de la reaccién fue sujeto a cromatografia en Bio-Gel P-6
para separar el péptido modificado del cianato radiocactivo libre. Del
mismo modo se analizé la incorporacién de K14CNO a Tau.
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2.9. Estudios de unién con EM y EMP

2.9.1. METODO DE ULTRACENTRIFUGACION: La unién del péptido
[3H]-acetilado correspondiente al segmento de tubulina B(422-434)
a la proteina MAP-2 fue cuantificada en una ultracentrifuga Airfuge
Beckman usando sacarosa para proveer una densidad estabilizante
(Maccioni et al.,, 1985b). Los ensayos de uni6n contenfan 1,8 mg/mL
de MAP-2 purificada y las concentraciones deseadas de péptido de
B-tubulina (422-434) mezclado con trazas del mismo péptido
marcado radioactivamente (péptido [3H]-acetilado de PB-tubulina
(422-434). Este sistema fue centrifugado a 140.000xg durante 3
horas a temperatura ambiente. En estas condiciones no se detectd
MAP-2 en una fraccién (10 pL) removida del menisco superior de la
columna de sedimentacién y se estima que mds del 99% de MAP-2
sedimentd. Se determiné también que aproximadamente un 3% del
péptido sedimentaba bajo estas condiciones en ausencia de MAP-2.
Este valor fue utilizado para corregir los valores del péptido
sedimentado por su unién a MAP-2 (Maccioni et al., 1985b). Una
seric experimental en presencia de 10 uM EMP fue realizada en las

mismas condiciones descritas arriba, para estudiar la inhibicién de
la unién del péptido B-(422-434) a MAP-2.

2.9.2. CROMATOGRAFIA EN GELES DE AGAROSA DE ZONA PEQUENA:
Las condiciones experimentales utilizadas para cromatografia en
geles de agarosa de zona pequefia fueron descritas por Maccioni et
al. (1988). Una mezcla de MAP-2 purificada (1,8 mg/mL) vy
cantidades estequiométricas del péptido de tubulina [3H]-acetilado
B-(422-434) (actividad especifica=1200 cpm/nmol) en un volumen
final de 0,42 mL fue incubada a 30°C por 16 min seguido de
separacién cromatogrifica en columna de Sephacryl S-200 (1,0x28
cm) equilibrada en Mes 50 mM pH 6,8 y MgClz» 1 mM. El flujo de la
columna fue mantenido a 5,8x10-3 cm3 x s-1 y se colectaron
fracciones de 0,4 mL. Una serie experimental en presencia de EMP
24 uM fue realizada en las mismas condiciones descritas arriba,
para estudiar la inhibicién de la unién del péptido B-(422-434) a
MAP-2 por la droga anti-MAPs.




2.10. UNION DIRECTA DE EMP A PEPTIDOS DE TAU: Los péptidos de
Tau V187.G204, v218.G235 y V250.G267 fueron incubados por 10 min
a temperatura ambiente con 10-20 pM EMP en la presencia de la
droga tritiada wusada como trazador. La mezcla fue sujeta a
cromatografia er columna de Biogel P-6 y se colectaron fracciones
de 0,35 mL (Moraga et al.,, 1992). E! perfil de elucién del péptido fue
analizado por el método de la fluorescamina, y la radioactividad
asociada a EMP fue determinada por centelleo liquido. También se
realiz6 el andlisis de la interaccién directa entre los péptidos de Tau
y EM (10-20 pM) bajo las mismas condiciones descritas para EMP,

2.11. ENSAYO DE COMPETENCIA EN ELISA: Las placas de ELISA
fueron activadas, manteniéndolas toda la noche con 100 pL/pocillo
de una solucién 3,7 mg/mL de proteina Tau en 50 mM de
amortiguador carbonato pH 9,5. Los pocillos fueron lavados en PBS-
Tween 20 al 0,05% (v/v) para retirar la protefna no adsorbida y se
saturaron los sitios inespecificos incubando la placa con la solucién
de bloqueo PBS-Tween 20 0,5% (v/v) con BSA al 2% (w/v) por al
menos 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar el exceso
de BSA se agregé el anticuerpo policlonal (diluido 1:500 en PBS). El
anticuerpo policlonal contra el péptido de Tau VI187-G204 gue
reconoce los "motivos" de unién a tubulina en Tau fue preincubado
con las drogas EM o EMP en un intervalo de concentraciones entre 1
y 50 pM. La mezcla de reaccién en los pocillos fue incubada por 2
horas a temperatura ambiente y la cantidad no retenida fue lavada
con PBS-Tween 20 al 0,05% (v/v). Posteriormente se agregé un
segundo anticuerpo IgG anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina
(100 pL/pocillo de una dilucién 1:1000) y se incubd por una hora
adicional a temperatura ambiente. Se realizé el dltimo lavado con
PBS-Tween 20 al 0,05% (v/v) y se revelé por 20 min con para-
nitrofenilfosfato (1 mg/mL) disuelto en amortiguador carbonato 50
mM pH 9,6. La reaccién se detuvo con NaOH 1 M (100 uL/pocillo) y
se midié la absorcién a 405 nm en un lector de ELISA. El mismo
experimento se realizé utilizando un anticuerpe comercial anti-Tau
de SIGMA (diluido 1:500 en PBS) que no reconoce las secuencias
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repetidas de Tau, para controlar la especificidad del anticuerpo
sitio-dirigido contra el dominio V187-G204 de Tau,

2.12, MICR@SCOPIA ELECTRONICA: Fracciones de 20 pL de las
diferentes muestras de filamentos de actina resultantes de los
ensayos de ensamblaje de actina fueron colocadas directamente
sobre grillas recubiertas con carbén/ parlodién, el ligquido
remanente fue removido después de 1,5 min con papel filtro, y el
material adsorbido a las grillas fue tefiido por 1,5 min con una
solucién acmosa de acetato de wuranilo al. 1%. Las muestras de.
microtibulos resultantes de los diferentes experimentos de
ensamblaje fueron procesadas de la misma forma que las muestras
de actina, con la excepcién gue las muestras de microtibulos fueron
previamente fijadas con una solucion que contenia: glutaraldehido
1 %, amortiguador MES 50 mM (pH 6,8), EGTA 1 mM, MgCl; 1 mM,
GTP 1 mM y glicerol 10 %, preincubada a 30°C. Las diferentes grillas
fueron analizadas en un microscopio electrénico Philips 300 a 60kV
o en un microscopico electrénico Jeol 100SX como se ha descrito
previamente (Vera et al.,, 1988b).




3. RESULTADOS

3.A. DOMINIOS FUNCIONALES EN LAS MAPs.
ESTUDIOS CON INHIBIDORES DE LA ACCION DE MAPs.

3.A.1. EMP INHIBE LA UNION DE PEPTIDOS DE TUBULINA A MAP-2.
ANALISIS POR ULTRAFILTRACION EN LA AIRFUGE: Se realizé el
estudio de unién del péptido B-11(422-434) de tubulina a MAP-2
utilizando ultracentrifugaciéon en la Airfuge basado en una
adaptacién del método de Howlet et al. (1978) como se ha descrito
previamente (Maccioni et al., 19853d). Para ello se utilizaron
diferentes concentraciones del péptido B-1I1(422-434) de tubulina
mezclado con una fraccién del mismo péptido [3-H]-B-11(422-434)
acetilado como trazador radioactivo y cantidades fijas (1,8 mg/mL)
de MAP-2 (Maccioni et al.,, 1988). Posteriormente se realizaron los
experimentos de unién del péptido de tubulina a MAP-2, pero en
presencia de cantidades fijas (10 pM) de EMP (Figura 3). Se analizé,
mediante centelleo en muestras liquidas, la radioactividad asociada
al péptido unido a la MAP-2 que sedimentaba en la Airfuge en las
diferentes mezclas realizadas, y sobre la base de estas
determinaciones (ver Métodos y ref. Maccioni et al., 1985a) se
calculd v (v, moles de péptido de tubulina unida por mol de MAP-2).
El grifico de dobles. reciprocos de la unién a MAP-2 en funcién de la

concentracién efectiva del constituyente, péptido de tubulina,
muestra que el aumento en la concentracién del péptido [CB(422-

434)] se correlacionaba linealmente con un aumento en su unién a
MAP-2 (Figura 3). El cédlculo de la concentracién constituyente del
péptido se realizé segin se indica en Maccioni et al. (1985a). Se
muestra que a la misma concentracién del péptido de tubulina, su
unién a MAP-2 disminuia en presencia de EMP, indicando una
inhibicién competitiva de la droga en la interaccién entre el péptido
[3-H]-acetilado B-1I(422-434) de tubulina con MAP-2. El valor de v
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Figura 3. EMP inhibe la unién del péptido C-terminal de tubulina [3H]-BII-
(422-434) a MAP-2. El andlisis de unién fue realizado con MAP-2 purificada de
cerebro de bovino a una concentracién final de 1,8 mg/mL ¥y
concentraciones variables del péptide C-terminal de tubulina [3H}-BII-(422-
434), usando el método de ultracentrifugacién en Airfuge como se describe en
Maccioni et al. (1985). En el griafico de dobles reciprocos s¢ muestran las
mediciones de umién en la ausencia (circulos vacios) o en la presencia
(circulos llenos) de 10 pM EMP. v representa el nimero de moles del péptido
C-terminal de tubulina [3H]-BII-(422-434) unidos por mol de MAP-2. CB(422-
434) corresponde a la concentracién del péptido de tubulina, Las barras

indican desviacién estindar de tres determinaciones independientes.
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Figura 4. Andlisis de la unién del péptido C-terminal de tubulina [3H]-BII-
(422-434) a MAP-2 por cromatografia de zona pequefia. El andlisis de unién
fue realizado con MAP-2 purificada de cerebro de bovino a una
concentracién final de 1.8 mg/mL y cantidades estequiométricas del péptido
C-terminal de tubulina [3H]-BII-(422-434) en un volumen final de 0,42 mL. La
mezcla fue preincubada a 30°C y eluida en una columna de Sephacryl $-200
(Maccioni et al., 1988) en ausencia (cfrculos llenos) o en presencia (circulos
vacios) de 24 uyM EMP. Se colectaron fracciones de 0,4 mL y la radiocactividad
fue medida en un contador de centelleo. este experimento fue repetido tres
veces con la desviacién estindar que se indica. Las flechas indican la clucién
correspondiente al volumen vacfo de la columna cromatogrifica (1) y al

volumen interno (2).
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en el intercepto de la curva, que indica las moléculas del B-
péptido que interactian con MAP-2, estd de acuerdo con datos

previos sobre la interacciéon de péptidos de tubulina a MAPs
(Maccioni et al., 1988)

3.A.2. ANALISIS DEL EFECTO INHIBIDOR DE EMP SOBRE LA UNION
DEL PEPTIDO [3H]-B(422-434) DE TUBULINA A MAP-2 MEDIANTE
CROMATOGRAFIA ZONAL: La interaccién entre péptidos de tubulina
y MAP-2 fue también analizada por cromatografia de zona pequefia
en rtesinas de Sephacryl §-200 (Cann et al.,, 1988). Los perfiles
bimodales de elucién mostraron la formacién de complejos entre
MAP-2 y el péptido [3-H]-acetilado PB-II(422-434) de tubulina, lo
cual confirmé los resultados obtenidos con la ultracentrifuga.
Cuando se realizé el experimento con 10 puM EMP se¢ observé una
disminucién significativa en el primer pico de elucién
correspondiente al complejo entre MAP-2 y el péptido [3H]-
acetilado PB-I1(422-434) de tubulina, y un aumento en el pico
radioactivoe del péptido libre en relaciéon al control desarrollado en
ausencia de la droga (Figura 4). Como un control adicional, no se
observé radioactividad en el volumen de elucién de MAP-2 cuando
el péptido radioactivo fue sometido a cromatografia en ausencia de
MAP-2. Por otra parte, no hubo formacién de complejos detectable
entre péptido radioactivo de tubulina y proteinas no-
microtubulares tales como miosina y seroalbiimina de bovino (BSA)
(datos no mostrados) lo que apoya también la especificidad de la
unién del péptido a MAP-2 (Maccioni et al., 1988).

3.A.3. EMP INHIBE EL ENSAMBLAIJE DE TUBULINA INDUCIDO POR
PEPTIDOS DE TAU: Se ha demostrado que péptidos sintéticos de 18
residuos de aminodcidos, que contienen la secuencia de MAP-2 y
Tau para la unién de tubulina, inducen el ensamblaje de tubulina en
microtibulos de una manera reversible (Farfas et al., 1992; Ennulat
et al., 1989). Este ensamblaje estd mediado por las interacciones
directas entre los péptidos sintéticos de MAPs con dominios
especificos C-terminales de tubulina (Cross et al., 1991; Maccioni et
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Figura 5. Inhibicién por concentraciones crecientes de EMP del ensamblaje
de tubulina inducido por péptido de Tau V187.G204.  Tubulina (1,8 mg/mL)
purificada de cerebro de bovino fue inducida a ensamblar con péptido de Tau
v187.G204 2 una concentracién de 0,16 mM, en la ausencia (a), o en la
presencia de 5 pM (b), 10 uM (c), 20 pM (d), y 30 pM (e) de EMP. El inserto
muestra un grifico del nivel mdximo de polimerizacion (AA340) en funcién
de la concentracién de EMP, inhibidor de microtdbulos a nivel de MAPs. Las
barras indican la desviacién estdandard de tres determinaciones

independientes realizadas a las concentraciones de EMP indicadas.
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al., 1989). Asi, para obtener mayor informacién sobre Ia
accién de EMP a nivel de sitios en los "motivos™ de unién en Tau
y MAP-2, se estudié el efecto de EMP en el ensamblaje de tubulina
inducido por los péptidos V187-G204 y V218.G235, La Figura 5
muestra la cinética de ensamblaje de tubulina inducida por el
primer péptido de Tau, y la inhibicién ejercida por concentraciones
crecientes de EMP. Como una observaciéon de interés, las dos
primeras secuencias repetidas de Tau fueron capaces de inducir el
ensamblaje de tubulina con una dependencia lineal de la
concentracién, y aun al ser utilizadas en razones molares
péptido/tubulina de 12:1 (mol/mol) (Maccioni et al., 1989). Las
concentraciones de péptidos usadas estaban dentro de la linearidad.
La droga disminuye la velocidad de ensamblaje de tubulina
inducida por el péptido, y fundamentaimente el nivel de emsamblaje
mdximo de tubulina como se muestra en el inserto de la Figura 5.
Un aumento en la concentracién de la droga EMP resulté en una
gradual inhibicién del nivel de ensamblaje alcanzado en el plateau.
Se obtuvo una inhibicién de cerca del 50% en el emsamblaje de
tubulina dependiente del péptido a una concentracién de EMP de 10
pM. Llama la atencién la baja concentracién de la droga capaz de
reducir a la mitad 1a unién del péptido regulatorio B-II(422-434) de
tubulina a MAP-2 (Figura 5). Sin embargo, se ha descrito que en
determinadas condiciones se requieren concentraciones mas altas
de EMP para inhibir el ensamblaje de proteina microtubular
obtenida a partir de ciclos de ensamblaje y desensamblaje (Fridén
et al.,, 1987). Como controles fueron utilizados moléculas que no
contienen el nicleo estradiol, derivadas del ester fosfato, similar a
p-nitrofenilfosfato, las cuales no lograron bloquear la induccién del
ensamblaje de tubulina por parte de los péptidos' de Tau como lo
hacia EMP (datos no mostrados), apoyando la especificidad de Ila
interaccién. Sin embargo, otros derivados de estradiol tales como
Estramustina sulfato actuaron en forma similar a EMP como
inhibidores del sistema microtubular via interaccién con MAPs
(Fridén et al., 1991).
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Figura 6. Microscopfa clectrénica de los polimeros de tubulina obtenidos en
presencia de EMP. (A) Control, polimeros resultantes del ensamblaje de
tubulina (1,8 mg/mL) inducido por péptido de Tau v187.G204 (0.16 mM). (B)
Microfotografia al microscopio elecirénico de polimeros inducidos por
péptidos de Tau v187.G204 (0,16 mM) en la presencia de 15 puM EMP. 30.000X.
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3.A.4. EMP ALTERA LA ESTRUCTURA DE POLIMEROS DE TUBULINA
INDUCIDOS POR PEPTIDOS DE TAU: La estructura de los polimeros
fue analizada por microscopia electrénica, encontrindose que
estructuras filamentosas y material amorfo fueron los mayores
productos del ensamblaje en presencia de EMP (Figura 6B) en
comparacién con controles de microtibulos normales obtenidos en
ausencia de la droga (Figura 6A). Se encontré una inhibicién similar
por EMP cuando se realizé la induccién del ensamblaje de tubulina
con el segundo péptido de Tau V218.G235 (datos no mostrados).

3.A.5. EMP SE UNE DIRECTAMENTE A PEPTIDOS DE TAU: La unién
directa de EMP a los péptidos de Tau fue analizada para aportar un
mayor conocimiento de los mecanismos por los cuales EMP inhibe
las interaciones MAP-tubulina. En esta serie experimental la droga
tritiada fue preincubada con el péptido de Tau V187.G204 'y esta
mezcla fue sometida a cromatografia de filtracién zonal en resina
de Biogel P-6. Una fraccién de EMP unida co-eluye formando
complejo con el péptido de Tau, en el volumen de elucién
correspondiente al péptido, mientras que una fraccién mayor de la
droga no unida eluyé en el volumen total de la columna (Figura 7A)
Estos resultados sugieren la formacién de un complejo entre EMP y
la primera secuencia repetida de Tau. En las mediciones de la
elucién del péptido, también se observé un pico adicional del
péptido que eluyé en el volumen vacio de la columna como
resultado de la preincubacién con la droga. Este pico no se
observaba cuando se cromatografiaba el péptido solo. Las fracciones
del pico radioactivo que se inducia en presencia de EMP contenian
formas agregadas del péptido de Tau, posiblemente oligémeros de
mayor masa molecular que el péptido libre. Una fraccién de droga
marcada co-eluia con el componente aparentemente agregado de
péptido de Tau (Figura 7A). (Moraga et al.,, 1992). Después de la
cromatografia del segundo péptido de Tau V218-G235 incubado con
EMP tritiada se obtuvo un patrén similar de elucion (Figura 7B). Los
estudios con el tercer péptido de Tau V250-G267 no mostraron
interaccién de EMP con este péptido. El tercer péptido de Tau tiene
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Figura 7. Interaccién de [3HI-EMP con péptidos de Tau VI87.G204 (A) y v218.
G235 (B) analizada por cromatografia de zona pequefia en Biogel P-6. Los
tridngulos vacios en A y B muestran los perfiles de radioactividad de [3H}-EMP
después de la cromatograffa en la presencia de ambos péptidos de Tau. Los
en A y B

respectivos péptidos eluidos en la presencia de 20 uM de EMP marcada como se

circulos llenos representan  los patrones de elucién de los

indica arriba, pero analizados por el método de la fluorescamira. Por otro
lado, los circulos vacfos en A y B representan los controles de los perfiles de
elucion de los respectivos péptidos analizados por fluorescamina. Los ensayos
Otros

resultados

de unién fueron equivalentes.

repetidos tres veces con

detalles se describen en los Materiales y Métodos.
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un pobre efecto en la induccién del ensamblaje de tubulina (Farias
et al., 1992; Ennulat et al., 1989).

3.A.6. EM NO SE UNE DIRECTAMENTE A PEPTIDOS DE TAU: Se prob6
la capacidad de EM tritiada, el derivado original no fosforilado, de
unir directamente péptidos de Tau utilizando el mismo disefio
experimental anterior. Se preincubé el péptido de Tan V187-G204 con
la droga marcada seguido posteriormente por una cromatografia en
Biogel P-6. No se detecté formacién de complejo entre el péptido de
Tau y EM ni la formacién de agregados del péptido de Tau (Figura
8). Este resultado indicé que EM no se une directamente al péptido
de Tau.

3.A.7. EM NO INHIBE LA INDUCCION DE ENSAMBLAIJE DE TUBULINA
POR PEPTIDOS DE TAU: Cuando se ensayé el efecto de EM sobre la
induccién del ensamblaje de tubulina por péptidos de Tau, se
encontr6 que EM no lograba inhibir la formacién de microtibulos.
En la Figura 9A se muestra la induccién de ensamblaje de tubulina
por el péptido de Tau V187-G204 tanto en la presencia como en la
ausencia de 10 pM EM, siendo ambas cinéticas de ensamblaje
idénticas lo cual indica la ausencia de un efecto inhibidor. La droga
EM no afectdé la concentracién critica para el ensamblaje (Figura 9B).
La extrapolacién a las coordenadas del polimero en el grifico de la
Figura 9B indica que no ocurrieron cambios en la concentracién
critica para el ensamblaje de tubulina inducido por péptido de Tau
en la presencia de EM.

3.A.8. UNION DE EMP Y DE ANTICUERPO ESPECIFICO CONTRA EL
PEPTIDO DE TAU, A SITIOS COMUNES EN LA PROTEINA TAU: Si EMP
se une a la secuencia repetitiva en Tau, la cual es reconocida por
anticuerpos sitio-dirigidos, se esperaria que hubiese competencia
entre la droga y el anticuerpo contra este dominio. Para ello se
ensayé el reconocimiento de un anticuerpo policlonal preparado
contra el péptido VI87-G204 de Tau por la proteina Tau en
microplacas de ELISA en presencia y ausencia de diferentes
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Figura 8. {3H]-EM no interaciia con péptido de Tau V187.G204 gsegin analisis
por cromatografia de zona pequefia en Biogel P-6. Los tridngulos vacfos
muestran los perfiles de Taw V187.G204 medidos por el método de la
fluorescamina. Los circulos llenos  representan los patrones de elucién del
péptido de Tau (V187-G204), medida por el méiodo de la fluorescamina, en la
presencia de 20 pM de EM. Por otro lado, los circulos vacios representan la
elucién de estramustina radioactiva en presencia del péptido , medido por
radioactividad de la droga. Los tridngulos llenos muestran el control de EM
radicactiva en ausencia del péptido de tau. Los ensayos de unidén fueron
repectidos tres veces con resultados identicos. Otros detalles se describen en los

Materiales y Méiodos.
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Figura 9. Efecto de EM en ¢l ensamblaje de tubulina inducido por péptidos de
Tau V187.G204, (A) Tubulina (1,8 mg/mL) fue inducida a ensamblar en
presencia de 0,16 mM de péptido de Tau v187.G204 ¢n 1a ausencia (linea
continua), después de la adicién de 10 uM de EM (linea de trazos) o de 25 pnM EM
(iinea de puntos y trazos) a tiempo cero, y el aumento de turbidez fue
registrado a 340 nm. Por otro lado, en muestras conirol se agregé 25 pM EM
en el platcau (después de 12 min de iniciado el ensayo de ensamblaje) y se
registré el cambio turbidimétrico en funcién del tiempo. (B) Grafico del grado
méximo de ensamblaje de microtibulos inducido por péptido de Tau v187.G204
en funcién de la concentracién de tubulina. La linea continua representa la
curva control obtenida despues del ensamblaje en ausencia de EM. La linea de
trazos representa la curva obtemida en presencia de 25 mM EM. Las distintas
curvas de ensamblaje fueron repetidas dos veces con idénticos resultados.

Otros detalles se indican en Materiales y Métodos.
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Figura 10. Efecto de EM y EMP sobre la interaccién especifica de la proteina
Tau y anticuerpo anti-Tau sitio-dirigido. Proteina Tau purificada de cercbro
de bovino fue adsorbida en microplacas para el ensayo de ELISA como se
describe en Mcétodos. Se muestran los efectos de la preincubacién del
anticuerpo anti-Tau sitio-dirigido (preparado contra el péptido de Tau VI87.
(3204) con EMP (cuadrados vacios) o con EM (circulos llenos) en el intervalo
de concentraciones indicado sobre la absorbancia a 405 nm. Los cuadrados
llenos muestran los cfectos de la preincubacién de anticuerpo anti-Tau
comercial (no sitio-dirigido) con concentraciones crecientes de EMP sobre la
absorbancia a 405 nm, Las curvas mostradas fueron repetidas tres veces,

obteniéndosc  resultados equivalentes,




concentraciones de EMP. Los resultados (Figura 10) muestran que
EMP produce una disminucién del reconocimiento de la proteina
Tan por el anticuerpo anti-péptido de Tau. Esta
disminucién fue concomitante con el aumento de las
concentraciones de EMP en los ensayos. Esto indica que tanto EMP
como el anticuerpo antipéptido de Tau estarian interactuando con
sitios comunes, probablemente a nivel de las secuencias repetidas
de Tau, y corroboran los resultados previamente sefialados mas
arriba sobre la interaccién directa entre EMP y los péptidos de Tau.
En apoyo de la especificidad de la interaccién basada en estos
hallazgos, cuando se realizé el ensayo de reconocimiento de la
proteina Tau por un anticuerpo anti-Tau comercial dirigido contra
epitopos diferentes de los sitios deé unién al microtibulo, EMP fue
incapaz de inhibir el reconocimiento entre Tau con este anticuerpo
comercial anti-Tau corroborando la especificidad de esta interaccién
(Figura 10). Por otra parte, como un control adicional la droga EM
no inhibié el reconocimiento de Tau por parte del anticuerpo sitio-
especifico anti-péptido V187-G204 de Tau. Por el contrario se observé
un leve aumento en la interaccién, apoyando los resultados previos
que indican que EM no reconoce las secuencias repetidas de la
proteina Tau (Figura 10)

3.B. LA INTERACCION DE TAU CON FILAMENTOS DE
ACTINA. ESTUDIOS UTILIZANDO PEPTIDOS
SITIO-ESPECIFICOS DE TAU.

3.B.1. EL PEPTIDO DE TAU V187.G204 INDUCE UN AUMENTO DE LA
TURBIDEZ EN PREPARACIONES DE FILAMENTOS DE ACTINA EN UNA
FORMA DEPENDIENTE DE LA DOSIS: Sobre la base de la informacién
de los efectos de Tau en la regulacién del ensamblaje de
microtibulos y de su interaccién con filamentos de actina (Cross et
al., 1991, 1993), fue de interés analizar la accién de péptidos de Tau
sobre el ensamblaje de actina purificada. Cuando se realizaron
ensayos de ensamblaje de actina en presencia del péptido sintético
de Tau V187-G204, se encontré6 que el péptido inducfa un aumento de
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Figura 11. Dependencia dcl cambio de turbidez de polimeros de actina con la
concentracion del péptide de Tau v187.G204, Actina monomérica (0,18
mg/mL) fue polimerizada en 0,5 mL de amortiguador MES 0,1 M (pH 6.6)
conieniendo MgClz 2 mM, KCl 50 mM, y ATP 1 mM, en la presencia de
conceniraciones variables del péptido de Tau v187.5204 (circulos vacios). Las
mezclas fueron incubadas por 1 hora a temperatura ambicnte, seguido de
registro continuo del cambio turbidimétrico a 320 nm. Como control se realizé
la polimerizacién de actina en la presencia del péptido BII (Y422.G434) g
tubulina (circulos llenos) y el aumento de la turbidez fue registrado como se
describe arriba. El ensayo de induccién de turbidez fue repetido en tres
ocasiones con resultados equivalentes.
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la turbidez, medida a 320 nm, de las preparaciones de filamentos
actina, en una forma dependiente de la concentracién del péptido
(Figura 11) asociada a la formaci6n de manojos (Figura 12). Como
una medida de la especificidad del efecto del péptido de Tau en las
mediciones turbidimétricas asociadas a la formacién de manojos de
filamentos de actina (Kotani et al., 1985) se utilizé6 como control el
péptido B-I11(422-434) de tubulina, que representa el mayor sitio
de tubulina para la interaccién con MAP-2 y Tau (Maccioni et al,
1988; Cross et al.,, 1991). El aumento en la concentracién del péptido
de tubulina no produjo un incremento de la turbidez de los
filamentos de actina (Figura 11).

3.B.2. INDUCCION DE MANOJOS COMPACTOS DE FILAMENTOS DE
ACTINA POR EL PEPTIDO DE TAU V187.G204: Un andlisis
ultraestructural de los polimeros de actina formados en la presencia
del péptido de Tau V187-G204 a intervalos de tiempo pre-
establecidos (como en el ensayo de la Figura 11) mostré que las
estructuras principalmente detectadas en los ensayos de turbidez
corespondian a manojos de filamentos de actina (Figura 12B). En la
Figura 12C se muestran dos manojos de filamentos de actina
similares a los encontrados en la Figura 12B pero a mayor aumento.
En las microfotografias obtenidas en el microscopio electrénico se
pudo observar la co-existencia de dos subpoblaciones de filamentos
de actina, los que estan agregados formando mancjos complejos y
aquellos que se encuentran libres como F-actina (Fig 12B y 12C).
Los controles con los filamentos de actina ensamblados a partir de
G-actina, en ausencia del péptido de Tau, se muestran en la Figura
12A. El andlisis de la microfotografias al microscopio electrénico
también revelé que el aumento de las concentraciones del péptido
de Tau producia un aumento proporcional en los manojos de
filamentos de actina (datos no mostrados). Como control adicional,
los ensayos con péptidos de la tubulina revelaron ausencia de
manojos de filamentos de actina. En otro grupo de controles se
analizé6 formacién de posibles estructuras derivadas del péptido de
Tau en condiciones de ensamblaje, pero en ausencia de G-actina
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Figura 12. Induccién de mancjos de filamentos de actina por péptido de Tau
v187. G204, Las micrografias electrénicas muestran el resultado de los
ensayos de ensamblaje de filamentos de actina en la ausencia (A, 43.000X) o en
la presencia (B, 43.000X) de péptido de Tau 90 pM (0,18 mg/mL}). Un mayor
aumento de una 4rea de B se muestra en C (150.000X). En la Figura D se
muestra un control del péptido de Tau incubado en condiciones de ensambiaje
pero en ausencia de actina (43.000X). Las muestras fueron procesadas como en
la Figura 13, montadas en grillas y tefiidas como se describe en Materiales y
Métodos.
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(Figura 12D). Resultados similares se encontraron con la segunda
secuencia repetida de Tau V218-G235. Los resultados del aumento de
turbidez como consecuencia del ensamblaje de actina inducido por
el péptido de Tau, en conjunto con el andlisis estructural a nivel de
microscopia electrénica de los polimeros ensamblados indican
claramente un efecto de los péptidos de Tau sobre la induccién de
manojos de filamentos de actina,

3.B.3. LOS CAMBIOS DE LA TURBIDEZ DE LOS FILAMENTOS DE
ACTINA DEPENDEN DE LA CONCENTRACION DE ACTINA: Se analizé el
efecto del péptido de Tau V187-G204 sobre el cambio de turbidez
generado por la agregacién de filamentos de actina, en relacién al
aumento de la concentracién de actina. Los resultados indicaron que
el cambio de turbidez a 320nm  dependia fuertemente de Ia
concentraciéon de la actina agregada al ensayo de ensamblaje (Figura
13). Se observé que los valores obtenidos en la presencia del
péptido de Tau fueron siempre mayores en todo el intervalo de
concentraciones que con actina sola en ausencia del péptido.

3.B.4. EMP NO INHIBE LA TURBIDEZ DESARROLLADA POR EL
ENSAMBLAJE DE FILAMENTOS DE ACTINA INDUCIDO POR LA
PROTEINA TAU: Sobre la base de los estudios que indican que EMP
se une a sitios dentro del dominio de secuencias repetidas, fue de
interés analizar la posibilidad que EMP inhibiese el efecto de Tau en
promover la formacién de manojos de actina. Se estudiaron los
posibles efectos de EMP sobre la inducciéon por Tau nativa de la
turbidez debida al ensamblaje de filamentos de actina. Para ello se
realizaron ensayos de ensamblaje de actina en presencia de
diferentes concentraciones de la proteina Tau. Se midié la turbidez
de los filamentos de actina en los ensayos, luego de una hora de
incubacién, y se encontré que el nivel de turbidez aumentaba en
forma correlativa con el aumento en las cantidades de proteina Tau
agregada (Figura 14). Sin embargo, EMP (100 uM) no inhibié este
efecto inductor de turbidez de la proteina Tau (Figura 14). Una
explicacién posible de este resultado podrfa residir en una
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Figura 13. Dependencia decl aumento de la turbidez con la concentracién de
actina. Actina monomérica a diferentes concentraciones fue polimerizada en
amortiguador MES 0,1 M (pH 6,6) conteniendo ATP T mM, KCI 50 mM y MgCiz 2
mM tanto en la presencia (circulos vacios) o en ausencia (circulos llenos) de
péptido de Tau V187.G204 o0 pM. Las mezclas de incubacién fueron
mantenidas 1 hora a temperatura ambiente y se registré el aumento de la
turbidez a 320nm. Los ensayos fueron repetidos en tres ocasiones con

resultados equivalentes (las barras indican la desviacidén estdndar).
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Figura 14. El aumento de turbidez debido a la formacion de manojos de
filamentos de actina dependiente de Tau no es inhibido por EMP. Actina (0,4
mg/mL) purificada de misculo de pollo fue inducida a polimerizar en
presencia de concentraciones crecientes de proteina Tau como se describe en
Métodos. Se regisir6 el aumento de la turbidez a 320 nm Iluego de incubar por
una hora a 37°C las mezclas de reaccién en ausencia (circulos vacios) o en
presencia de EMP (100 pM final). Las barras indican las respectivas

desviaciones estandar de tres determinaciones independientes.
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interaccién con mayor afinidad del péptido por sitios en actina en
relaciéon a la unién de EMP al péptido de Tau, aunque componentes
de tipo conformacional pudiesen estar también involucrados. Para
conocer si la ausencia de wun efecto de EMP se debia a una posible
precipitacién de EMP en presencia de iones CaZ+ existentes en el
medio de polimerizacién de actina, se ensayé el efecto de EGTA. Se
analizé el efecto de concentraciones crecientes de EGTA, desde 1
hasta 10 mM EGTA en ensayos separados. No se encontraron
diferencias significativas en los ensayos realizados en estas
condiciones, en comparacién con los realizados sin agregar EGTA al
ensayo de ensamblaje. h

3.B.5. CINETICAS DE ENSAMBLAJE DE G-ACTINA EN
MICROFILAMENTOS ANALIZADA POR MEDICIONES A 232 nm.
EFECTOS DE TAU Y DE LAS DROGAS EM Y EMP: Los experimentos
anteriores sugerian que tanto Tau como el péptide de Tau eran
capaces de inducir agregacién en posibles superestructuras de
filamentos de actina. Nos interesé visualizar si era posible detectar
los efectos de Tau y del péptido funcional de esta proteina sobre la
formacion de filamentos de F-actina a partir de G-actina de misculo
de pollo, tal como se describe en Materiales y Métodos. Se midié la
cinética de ensamblaje de filamentos de actina por el cambio de
absorbancia a 232 nm (Higashi et al., 1963), en vez de analizar el
cambio turbidimétrico a 320 nm. El cambio turbidimétrico no
detecta la formacién de F-actina sino de superestructuras o manojos
de estos filamentos (Moraga et al., 1993). Se observé que en
condiciones de pH neutro, el péptido de Tau V187-G204 (90 uM)
(Figura 15, curva D) no afectaba la cinética normal de
polimerizacién de actina libre en F-actina (Figura 15, curva C). En
estas condiciones no se observé efecto de la proteina Tau (0,1
mg/mL) sobre la formacién de F-actina (Figura 15, curva
equivalente al control curva C). Solamente se lograba visualizar un
efecto de Tau y del péptido funcional de Tau sobre la formacién de

filamentos de F-actina cuando el ensayo se realizaba en condiciones
de pH bajo pH=6,6.
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Figura 15. Cinética de cnsamblaje de filamentos de actina medida a 232 nm. Se
realizaron ensayos de polimerizacién de F-actina a partir de G-aciina libre,
midiéndose la cinética de ensamblaje por el cambio de absorbancia a 232 nm
segin Higashi et al. (1963). Los ensayos fueron recalizados en presencia de
EMP 100 uM (curva A), EM 20 uM (curva B), control en ausencia de droga o de
protefna Tau (curva C), péptido de Tau v187.G204 90 uM (curva D) y control del
péptido tau en ausencia de actina (curva E). Un ensayo realizado en presencia
de protefna Tau 100 pg/mL mostré uma curva coincidente con curva C.
Diferencias en los niveles de polimerizacién en las curvas A, B, Cy D no

son significativas (p = 0.05). Otros detalles s¢ indican en Materiales y Mctodos.
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Se realizd otra serie de estudios para conocer los posibles
efectos directos de la droga EM y EMP, en ausencia de Tau, sobre el
ensamblaje de G-Actina en filamentos de F-actina in vitro
analizando la reaccién de ensamblaje a 232 nm. Se realizaron
ensayos de ensamblaje de G-actina obtenida de muisculo de pollo
como se ha indicado anteriormente. No se observaron diferencias
significativas entre la cinética de ensamblaje de actina en ausencia
de los inhibidores de Tau o en presencia de 100 pM EMP ( Figura
15, curva A) o de 20 uM EM (Figura 15, curva B). Por otra parte,
cuando el ensayo se realizaba a pH neutral, la adicién de EMP junto
con el péptido de Tau (o la proteina Tau), no se logré detectar un
cambio en la cinética normal de ensamblaje de G-actina en
microfilamentos. Los resultados indican que no existirfan efectos de
EMP y EM sobre la cinética de ensamblaje de G-actina en filamentos
de F-actina de acuerdo con las mediciones a 232 nm.

3.B.6. LA INDUCCION DE MANOJOS DE FILAMENTOS DE ACTINA ES
INHIBIDA POR CARBAMILACION DE LOS PEPTIDOS DE TAU: Para
realizar un andlisis de la contribucién de residuos aminoacidicos
especificos del péptido de Tau V187-G204 en la actividad inductora
de manojos de filamentos de actina, se realizaron experimentos de
modificacién quimica selectiva del péptido de Tau con KCNO. La
carbamilacién del fragmento de Tau mostré ser de naturaleza
irreversible dado que siempre se recuperaba un péptido
conteniendo la marca del cianato incorporado luego de
cromatografias de filtracién zonal en Sephadex G-25. Un producto
probablemente carbamilado en uno o dos residuos de lisina
resultaba de la incubacién del péptido de Tau con 0,2 M de cianato,
en base a la estequiometria de reaccién de 0,81£0,24 moles KCNO
por mol del péptido de Tau (Moraga et al.,, 1993). Los estudios de
microscopia electrénica (Figura 16) mostraron que la carbamilacion
del péptido de Tau produjo un comp]eto bloquec de su capacidad
inductora de manojos de filamentos de actina (Figura 16B) en

comparacién con la capacidad inductora del péptido no modificado
(Figura 16A).
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Figura 16. Inhibicién de la induccién de manojos de filamentos de actina por
modificacién del péptido de Tau V187.G204 con KCNO. Muestras de actina
monomérica bajo las condiciones de ensayo descritas en la Figura 13, fueron
inducidas a polimerizar en presencia de péptidos de Tau v187_g204 (A) o con
péptido de Tau modificado después de la reaccion con KCNO 0,2 M (B). Como
control se muestran los manojos de filamentos de actina inducidos por
protefna Tau nativa 100 pg/mL (C) o despues de ser modificada por KCNO 0,2 M
(D). La concentracion de los péptidos de Tau utilizada en ambos ensayos fue de
180 pM. Los polfmeros de las diferentes muestras fueron examinados bajo cl
microscopio electrénico 43.000X. Otros detalles se describen en Materiales y

Métodos.
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3.B.7. LA CARBAMILACION DE PROTEINA TAU NATIVA TAMBIEN
INHIBE SU CAPACIDAD INDUCTORA DE MANOJOS DE FILAMENTOS
DE ACTINA: Se ha descrito que la proteina Tau y MAP-2 purificadas
tienen capacidades de inducir la formacion de manojos en ensayos
de ensamblaje de filamentos de actina in vitro (Sattilaro, 1986;
Griffith and Pollard, 1982). Similar a lo que se analizé en el presente
estudio con el péptido de Tau (Figura 16 A y B), la carbamilacién de
Tau nativa por KCNO produjo una marcada disminucién del efecto
inductor de manojos de filamentos de actina (Figura 16D) en
comparacién con el efecto de la proteina no modificada (Figura 16C).
Considerando la irreversibilidad de la carbamilacién de la proteina
Tau con KCNO, los resultados implicarian que lisinas altamente
reactivas tendrian roles en el proceso inductor de manojos de
filamentos de actina (ver Discusion). Ademds esto sugiere la
participacién de un componente electrostitico en el mecanismo de
induccién de manojos de filamentos de actina mediado tanto por la
proteina Tau completa o por sus péptidos.

3.B.8. UN AUMENTO GRADUAL EN LA CONCENTRACION DE H*
INDUCE LA FORMACION DE MANOQOIJOS DE FILAMENTOS DE ACTINA
EN LA AUSENCIA DE PEPTIDOS DE TAU: Dada la posibilidad que
elementos electrostiticos estuvieran involucrados en los
mecanismos de induccién de manojos de filamentos de actina, se
realizaron experimentos de ensamblaje de filamentos de actina a
diferentes valores de pH en el ensayo. Se observé que en Ia
ausencia del péptido de Tau V187-G204) la disminucién gradual en
los valores de pH final en el ensayo de ensamblaje de filamentos de
actina, desde 7,6 hasta 4,7, resultaba en un aumento de la turbidez
a 320nm (Figura 17 A). Esto implicaria que hay induccidén de
manojos de filamentos de actina solo con el aumento de la
concentracién de Ht* libres en el ensayo de ensamblaje de actina. El
aumento de la turbidez por Ht ocurre gradualmente desde pH 6.6
hasta 4,7, pero dicho efecto no se detecté a pH superiores entre 7,6
y 6,6 (Figura 17A). De acuerdo al andlisis de microscopia electrénica,
el aumento en la turbidez inducida por variaciones de pH en
ausencia del péptido de Tau parece deberse a la formacién de
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manojos mas bien difusos de filamentos de actina, que no estdn
presentes a valores de pH superiores a 6,12.

3.B.9 LA TURBIDEZ DEBIDA A LA AGREGACION DE FILAMENTOS DE
ACTINA POR PEPTIDOS DE TAU DEPENDE DE LAS DIFERENTES
CONDICIONES DE pH: Los efectos de una concentracién fija de
péptido de Tau V187-G204 en el aumento de la turbidez a diferentes
pH fueron estudiados. Como se muestra en la Figura 17 A, cnando se
agregd el péptido de Tanu V187-G204 3] ensayo de ensamblaje de
actina, un aumento aun mayor en el grado de turbidez que el efecto
de H+ fue observado en todo el intervalo de pH entre 6,6 y 4,7. El
andlisis ultraestructural de los polimeros resultantes en estos
ensayos de ensamblaje por microscopia  electrénica reveld la
formacién de manojos de filamentos de actina similares a los de la
Figura 14B. Sin embargo, el estudio de los manojos formados solo
por la disminucién del pH revelé que la estructura de tales manojos
era comparativamente mas suelta y difusa que los manojos
inducidos por péptidos de Tau (datos no mostrados).

3.B.10. PEPTIDO DE TAU V187.G204 INDUCE UN AUMENTO EN LOS
NIVELES DE FILAMENTOS DE ACTINA A pH BAJO 6,6. Los resultados
de la Figura 17 B muestran un aumento en la absorbancia a 232nm
como resultado del ensamblaje de filamentos de actina en presencia
de péptido de Tau V187-G204 a diferentes pH. En estos experimentos
un aumento en la absorcién ultravioleta como resultado de una
disminucién del valor del pH en la solucién de ensamblaje revela
una mayor cantidad de filamentos de actina formados (Figura 17 B).
En estos ensayos no se detecté un aumento de absorbancia a 232
nm en la ausencia del péptido de Tau al disminuir el pH en el
intervalo 4cido, en el ensayo de ensamblaje. El ensamblaje de actina
determinado por cambio de absorbancia a 232 nm, aun en la
presencia del péptido de Tau no fue comparable al significativo
aumento de la turbidez observado a 320 nm (Figura 17 A), cuando
se bajé el pH en el ensayo de ensamblaje.
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Figura 17. Dependencia de la turbidez de filamentos de actina bajo diferentes
condiciones de pH. Muestras de actina monomérica fueron inducidas a
polimerizar a diferentes pH bajo las condiciones de ensayo descritas en la
leyenda de la Figura 13, tanto en la prescnéia {circulos vacios) o ausencia
(circulos llenos) del péptido de Tau 90 pM. Las soluciones amortiguador
utilizadas para estabilizar los diferentes pH de la solucién de ensamblaje
fueron: Tris 50 mM para los valores de pH desde 6,5 hasta 7,6; Imidazol 50 mM
para los valores de pH desde 4,5 hasta 64. Las mezclas de incubacién fueron
mantenidas por 1 hora a temperatura ambiente y los cambics de turbidez a
320nm (A), o cambios de absorbancia a 232 nm (B) fueron medidos. Los

ensayos fueron repetidos en tres ocasiones con resultados equivalentes.
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4. DISCUSION

4.1. EMP se une a los dominios de unién de tubulina
en MAP-2 y Tau.

Los estudios realizados se orientaron a analizar los dominios
de unién de EMP en las proteinas MAP-2 y Tau. Sobre la base de la
reciente informacién de los sitios funcionales involucrados en las
interacciones especificas entre tubulina y MAPs, analizamos los
efectos de la droga en la unién del péptido sintético de tubulina B-
11(422-434) a MAP-2. Resulta evidente de los estudios de unién en
la ultracentrifuga (Figura 3), y de la comparacién de los perfiles de
elucion obtenidos después de la cromatografia zonal (Figura 4) en la
ausencia y presencia de EM, que la droga interfiere con Ila
interaccién entre el péptido sitio-especifico de tubulina y MAP-2. Se
ha demostrado que la cromatografia en zona pequefia es también
una aproximacién til para analizar cuantitativamente las
interacciones de fragmentos de tubulina con MAPs (Maccioni et al.,
1988; Cann et al.,, 1988). Mas aun, el grifico de dobles reciprocos
derivado de los experimentos en la ultracentrifuga (Maccioni et al.,
1985a) sobre la unién del péptido B-11(422-434) a MAP-2 (Figura
3) indican que EMP inhibe competitivamente la unién del péptido
de tubulina a MAP-2. Estos estudios sugieren la interaccion de EMP
con dominios de MAP-2 responsables de su unién a microtibulos,
probablemente a nivel de las secuencias repetidas en MAP-2
(Maccioni et al., 1989).

Otra linea de estudios indica que la interaccién MAP-tubulina
esti mediada por componentes electrostdticos y elementos
conformacionales, y que un subdominio catiénico presente en MAP-
2 y en Tau interactia con residuos aminoacidicos dentro del
dominio C-terminal de las isoformas de tubulina (Cross et al., 1991:
Maccioni et al., 1985b). Asi, es probable que EMP pueda interactuar
con residuos aminoacidicos bdsicos en el segmento catiénico del




dominio de unién a tubulina en MAP-2 y posiblemente en la
proteina Tau.

Estudios previos han demostrado la interaccién de EMP con
MAP-2, con la proteina Tau mnativa y con el fragmento
quimiotriptico de MAP-2 (30-40 kDa) que contiecne el dominio de
unién a tubulina (Fridén et al., 1987). Para tener una prueba directa
de la interaccién entre EMP con los dominios repetidos de unién a
tubulina de MAPs, se realizaron experimentos de los efectos de EMP
en el ensamblaje de tubulina inducido por péptidos de Tau que
contenian estas secuencias repetidas. Estos péptidos también
definen los dominios de unidén a tubulina en MAP-2 debido a que
ambos tienen un alto grado de homologia (Lewis et al., 1988; Kosik
et al.,, 1989; Maccioni et al., 1989; Joly et al., 1989). Los resultados
mostraron que la droga interfiere con el ensamblaje de tubulina
inducido por péptidos de Tau (Figura 6). Este efecto de EMP indica
una interferencia de la droga a nivel de las interacciones
productivas entre los péptidos de Tau y tubulina, necesarias para
generar el ensamblaje de microtibulo. Se ha demostrado
previamente que un mol de MAP-2 puede unir 5-6 moles de EMP
con una constante de afinidad (Kd) de 20 pM, y se ha propuesto que
secuencias especificas en MAP-2 se unirian a dos moléculas de EMP
(Burns, 1990). Esta unién produciria la neutralizaciéon de residuos de
lisina altamente conservados en MAP-2, inhibiendo asi su
interaccién con la tubulina Por otro lado, se ha descrito también que
la accién de péptidos de Tau en la induccién del ensamblaje de
tubulina tiene una dependencia lineal con la concentracién del
péptido (Maccioni et al., 1989). Se ha planteado también que para
alcanzar un nivel significativo de ensamblaje de microtibulos se
requieren concentraciones de péptidos de Tan
estequiométricamente mds altas en relaciéon a tubulina. Es
interesante notar que EMP logré inhibir el ensamblajede
microtibulos a concentraciones micromolares de la droga.
Considerando que la induccion del ensamblaje se produce a
concentraciones milimolares del péptido de Tau, probablemente se
estarian uniendo con un efecto inhibidor, menos de un mol de EMP
por mol de péptido. Una explicacién sobre los efectos de EMP a
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concentraciones mas bajas que las de los péptidos usados para
inducir el ensamblaje de microtibulo podrian reflejar la unién de
EMP a varias moleculas de péptidos, posiblemente por induccién de
agregados entre EMP y péptidos como se infiere de los resultados
mostrados en la Figura 7 (ver mds abajo). Los resultados del
ensamblaje de tubulina inducido por péptidos de Tau (Figura 5)
fueron confirmados por microscopia electrénica, donde se
observaron estructuras filamentosas y "microtibulos incompletos
después del ensamblaje en presencia de EMP (Figura 6). Dado que
EMP no interactia con tubulina (Fridén et al., 1987), los resultados a
nivel de la inhibicién del ensamblaje suministran un mayor apoyo a
la conclusién derivada de los experimentos de urién y competencia
mostrados mds arriba, que EMP puede interactuar con MAPs a nivel
de las secuencias repetidas responsables de su interaccién con el
microtdbulo. Una prueba directa de esta hipétesis fue obtenida
luego de los experimentos de cromatografia zonal en Biogel P-6
(Figura 7), que muestran la interaccién directa entre EMP y dos
péptidos de Tau VI187-G204 y V218.G235 que representan las dos
primeras secuencia repetidas de la regién conservada de MAP-2 y
de la protefna Tau (Lewis et al.,, 1988; Kosik et al., 1989).

Por otro lado, EM no inhibe la induccién del ensamblaje
microtubular por parte de péptidos de Tau (Figura 9). Ademds, EM
no desensambla microtibulos preformados. Esto estd de acuerdo
con resultados previos que indican un menor grado de unién de EM
a proteina microtubular en comparacién con EMP (Fridén et al.,
1987). Se ha informado que EM interactia preferentemente con las
MAPs de alta masa molecular MAP-1 y MAP-2 y que actuaria como
inhibidor de microtibulos tanto in vive en células de tumor
prostitico DU-145 en cultivo, como in vitro (Tew and Stearns,
1989). Sin embargo resultados (Tew and Stearns, 1989) sobre la
inhibicién del ensamblaje por EM no han podido ser reproducidos
experimentalmente (Wallin et al.,, 1992). Nuestros resultados con
experimentos de cromatografia zonal (Figura 8), muestran que no
ocurre interaccién directa entre EM y dos péptidos de Tau V187-G204
y V218.G235 que representan las dos primeras secuencias repetidas
de la regiébn conservada de MAP-2 y de la proteina Tau (Lewis




et al.,, 1988; Kosik et al.,, 1989). Estos resultados apoyan la idea que
EM y EMP interactian con distintos dominios a nivel de MAPs, y
que EM no se comporta como inhibidor de microtibulos in vitro
dado que no reconoce las secuencias repetidas a nivel de las MAPs.

Una serie experimental en que se analizaron los efectos de
EM sobre la organizacién del citoesqueleto de microtibulos y de
filamentos de actina en células en cultivo no logré corroborar los
resultados de Tew and Stearns (1989) en relacién al efecto
inhibidor de microtibulos por EM in vive (datos no mostrados).
Hemos encontrado mediante estudios de doble inmunofluorescencia,
que tanto en fibroblastos aislados como en células DU-145 no se
observan cambios detectables en los patrones de organizacién del
citoesqueleto microtubular por efecto de EM. Se logré observar
cambios cualitativos en la organizacién de filamentos de actina pero
usando concentraciones sobre un orden de magnitud superiores
(0,3-0,4 mM) a las utilizadas para los estudios in vifro, lo cual no
parece tener una importancia clara para el andlisis de los efectos de
la droga (datos no mostrados). Estos resultados han sido
corroborados por el grupo de Wallin y collaboradores, en los cuiles
la droga EM (20 pM) no alteré6 el patrén de organizacién de
microtibulos en células DU-145.

Asi, dado que la principal diferencia entre EM y EMP es la
presencia de un grupo fosfato en la posicién 17 del anillo D del
grupo estradiol de EM, es razonable plantear que el componente
electrostdtico seria absolutamente necesario para la interaccién
productiva entre EMP con los dominios altamente catidnicos de
unién a tubulina en MAP-2 y Tau. Por otro lado dada la naturaleza
molecular de EM es también razonable suponer que las
interacciones EM-MAPs estarian concentradas en regiones
hidrofébicas de las MAPs, mds que en los dominios catidnicos de su
unién a tubulina. Prueba directa de la participacién de un
componente electrostitico en el reconocimiento entre EMP y MAPs
ha sido aportada por Fridén et al. (1991), que han mostrado que
solo derivados de EM negativamente cargados como EM-sulfato y
EM-glucuronidato, pero no derivados positivamente cargados como
EM-sarcosinato, tienen efectos similares a EMP (Fridén et al.,, 1991).
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Estudios previos, realizados por el grupo de Wallin et al.
(1985) habian demostrado que EMP inhibia el ensamblaje de
microtibulos y desensamblaba microtibulos preformados,
posiblemente a través de la interaccién directa con MAPs. Estos
investigadores encontraron que EMP marcada con tritio se unia
predominantemente a las MAPs, y que aparentemente esta union
bloguearia la interaccién de MAPs con los microtibulos. El disefio
experimental de estos investigadores se enfocd hacia el andlisis de
las proteinas que permanecian unidas al microtibulo después de tal
tratamiento, sin embargo no les permitié definir los dominios de
interaccién de tubulina en las MAPs (Wallin et al.,, 1985). Los
estudios de esta Tesis abren nuevas vias hacia el conocimiento de la
accibn de EMP y EM, a través -de su interaccién con dominios
funcionales en MAPs.

Diferentes estudios con péptidos sintético§ que contienen las
secuencias repetidas de MAPs han demostrado que estos dominios
contienen la informacién necesaria para inducir el ensamblaje de
tubulina, estabilizar al microtibulo formado (Farias et al., 1992) y
producir el entrecruzamiento de microtibulos en manojos de
microtibulos (Melki et al., 1991). Se podria agregar a lo anterior la
capacidad de estos péptidos de unir G-actina (Correas et al., 1990) e
inducir la formacién de manojos de filamentos de actina (Moraga et
al., 1993). También se ha indicado que la interaccién entre MAPs y
tubulina a nivel de sus dominios regulatorios tiene um importante
componente electrostdtico. Las evidencias que apoyan esta nocién
pueden resumirse como sigue: (a) La estructura de dominios de
MAPs muestra la existencia de sitios con secuencias que contienen
regiones altamente catidnicas, en tanto que los dominios de tubulina
para la onién de MAPs contienen segmentos con residuos acidicos.
(b) La mayoritariamente conocida dependencia de sales para el
ensamblaje de tubulina. (c) Efectos de los fosfoinositidos (Yamauchi
and Purich, 1987) y de otras moléculas polianidnicas que son
inhibidores del ensamblaje de tubulina y producen una efectiva
desestabilizacién de los microtibulos. Entre otros polianiones que
afectan los microtibulos estidn: poliaminas- y RNA (Bryan, 1976);
heparina (Deinum et al., 1984; Nakamura et al.,, 1989) y la molécula
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anfipatica EMP (Wallin et al., 1992). (d) Se ha documentado que
varias de estas moléculas polianiénicas inhibidoras de microtibulos
pueden interactuar corn MAPs. Se ha mostrado que fosfoinositidos
son incorporados a MAP-2 in vive (Murphy et al.,, 1985) y pueden
liberar MAP-2 de microtibulos in vitro (Yamauchi & Purich, 1987).
(e) Se ha establecido que EMP se une a las MAPs (Wallin et al.,
1992) y se ha demostrado en esta Tesis que el sitio molecular de
accién de EMP en MAPs corresponde a sus secuencias repetidas.
El conjunto de evidencias apoya la idea de un importante
componente electrostdtico en las funciones de MAPs sobre
microtibulos, particularmente a nivel de sus dominios repetidos.

4.2. Fragmentos de Tau que representan las secuencias
repetidas de la proteina Tau, inducen la formacién
de manojos de filamentos de actina.

Diferentes estudios realizados con actina purificada han
mostrado que tanto proteinas que unen actina (villina y «-actinina)
(Matsudaira, 1991), MAPs (MAP-2 y Tau) (Satillaro, 1986; Griffith
and Pollard, 1981) o la proteina MARCKS (Aderem, 1992) tienen la
capacidad de inducir la formacién de manojos de filamentos de
actina in vitro. A pesar de que existc un mimero de proteinas que
pueden inducir este proceso no se habia logrado avanzar en el
conocimiento de los dominios por los cuales Tau y MAP-2 inducirian
la formacién de manojos de actina. Al respecto, los resultados
presentados aqui, muestran que péptidos sintéticos
correspondientes a la primera y la segunda secuencia repetida de
Tau embrionaria, tiemen la capacidad de inducir un significativo
auto-ensamblaje de los filamentos de F-actina para formar
superestructuras de manojos de filamentos de actina (Figura 12),
sugiriendo asi que esta secuencia de Tau contiene
la informacién estructural para promover el efecto inductor de
manojos de actina. Estudios previos sugirieron que la proteina Tau
interactuaba tanto con actina como con tubulina a través de su
segunda secuencia repetida V218-G235  VTSKCGSLGNIHHKPGGG
(Correas et al., 1990). Sin embargo esos mismos estudios revelaron
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también que, aun usando concentraciones del péptido de Tau de 6
uM, dos veces més altas que aquellas de la proteina Tau requeridas
para producir manojos de filamentos de actina, no lograban inducir
su formacién en ensayos de ensamblaje in vitro. En los estudios
presentados en esta Tesis demostramos que concentraciones
superiores a 50 uM (razén molar 5:1 respecto a la actina en los
ensayos de ensamblaje) eran necesarias para observar los efectos
inductores de filamentos de actina. La mayor concentracién de
péptido de Tau necesaria para producir manojos de filamentos de
actina no es sorprendente debido a que también se requieren
concentraciones altas de este segmento de Tau para promover la
formacién de microtibulos a partir de tubulina purificada (Joly et
al., 1989; Maccioni et al., 1989). Los requerimientos de una
concentracién del péptido sitio-especifico V187-G204 superior en un
orden de magnitud a la concentracién de proteina Tau necesaria
para inducir la formacién de manojos de filamentos K de actina,
podria ser explicable basandose en que el péptido de Tau contiene
solamente una parte de la informacién estructural de la proteina
Tau para inducir la formacién de manojos. Es también posible que
ciertos aspectos conformacionales (Cleveland, 1987; 1990) asociados
a este dominio de Tau puedan ser importantes para alcanzar niveles
méximos de induccién de manojos. Asi es razonable pensar que las
funciones del primer y segundo repetido de Tau en la induccién de
manojos de filamentos de actina puedan estar condicionadas tanto
por su orientacién espacial, como por su accién concertada y
posiblemente por la participacién de otros dominios reguladores
que co-existen funcionalmente debido a la configuracion
tridimensional de la proteina Tau nativa.

En la presente serie experimental fue notoric que los efectos
de los péptidos de Tau dependian de su concentracién, lo cual ya
habfa sido observado en otro sistema por Maccioni et al. (1985a).
Ademds este efecto era drdsticamente bloqueado por la
carbamilacién selectiva de al menos un residuo aminoacidico del
péptido de Tau, de acuerdo a los datos de estequiometria de 0,81%
0,24 moles de KCNO incorporados por mol de péptido Tau. De hecho
la carbamilacién del péptide de Tau bloquedé completamente su
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efecto para inducir la formacién de manojos de filamentos de actina
(Figural6). Estos hallazgos fueron confirmados tanto por
mediciones turbidimétricas como por anilisis mediante microscopia
electrénica. De acuerdo a los datos de secuencia, los residuos lisina
190 y 198 de la primera secuencia repetida (Burns, 1990) de la
proteina Tau adulta serfan candidatos potenciales para cumplir un
papel como residuos criticos en.relacién al efecto inductor de
manojos de filamentos de actina. Posiblemente alguno de estos
residuos de lisina podria ser blanco de la reacciéon de carbamilacion.
La alta reactividad de los grupos amino de los péptidos de Tau con
KCNO, en las condiciones de pH de la modificacién, indica que los
aminodcidos involucrados en la reaccién tienen valores de pK
anormalmente bajos (Stark, 1972). Un bajo valor de pK de los
grupos amino reactivos para la proteina Tau y los péptidos de Tau
sugiere la existencia de un microambiente hidrofébico o bien
levemente positivo alrededor de estos grupos amino. Grupos amino
reactivos de bajo pK han sido descritos también en varios sistemas
enzimaticos (Slebe and Martinez-Carrién, 1976); en el extremo N-
terminal de mioglobina (Garner et al.,, 1973); y también en tubulina
(Mellado et al., 1982). Otros residuos aminoacidicos presentes en el
péptido de Tau con un pK neutro que pudiesen ser reactivos en la
reaccién de carbamilacién serian las serinas 189 y 193 , sin
embargo su accion el proceso de formacién de manojos de
filamentos de actina es poco factible debido a que los manojos son
inducidos por altas concentraciones de H™ lo cual indica que dicho
proceso tiene un componente electrostitico, en el que
probablemernte no intevendrd un aminodcidoe neutro. Por otro lado,
hay un cimulo de evidencias que indican que residuos catidnicos
estarian involucrados en la interaccién de tau y péptidos de tau con
elementos del citoesqueleto (Maccioni et al., 1989; Burans, 1990).

La interaccién entre tau y actina parece seguir patrones
moleculares similares a su interaccién con tubulina, como se ha
demostrado en estudios recientes (Padilla et al., 1990; Correas et al.,
19990).

Tomando en consideracién la naturaleza molecular de Ia
reacciéon de carbamilacién, y su componente electrostitico es posible
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que residuos lisina de los péptidos de Tau podrian ser criticos para
la interaccién con dominios acidicos en la superficie de actina. Asi, la
neutralizacién de subdominios cargados negativamente en las
moléculas de actina por el péptido catibnico de Tau podria resultar
en un anmento de las interacciones laterales entre los filamentos de
actina, y la consiguiente formacién de manojos de estos filamentos.
La estricta dependencia de la formacién de manojos de actina con la
concentracién del péptido apoya esta hipotesis, dado que €l
aumento de las especies catiénicas que interactian con actina
podrian inducir una gradual neutralizacién de carga en dominios

acidicos de actina, facilitando asi el proceso de formacion de

manojos de filamentos de actina. Un mayor apoyo con una base
termodindmica podria obtenerse por determinaciones de la entalpia
de la interaccién entre tau y actina (T anford, 1967; Lee et al.,, 1978;
Lawson et al.,, 1984), pero al no haber informacién clara sobre las
constantes de equilibrioc de esta interaccién no es posible obtener
inferencias termodindmicas de esta naturaleza.

La hipétesis de 1la participacién de interacciones
electrostdticas entre el péptido de Tau y actina y el mecanismo de la
neutralizacién de cargas en la superficie de actina, estdn
directamente apoyados por los efectos de la disminucién del pH
sobre el proceso de formacién de manojos de actina. Surge la
posibilidad que después de disminuir los valores de pH, las
variaciones de la carga neta del péptido de Tau puedan ser criticas
tanto para la unién a la molécula de actina como para el proceso de
induccién de manojos de filamentos de actina. La disminucién de los
valores de pH estd asociada a una gradual protonacién de los grupos
carboxilicos de residuos aminoacidicos en la superficie de la
molécula de actina, junto con el aumento de grupos amino
protonados a nivel del €-amino de residuos lisina, facilitando asi la
neutralizacién de residuos cargados negativamente en la superficie
de la molécula de actina. La especificidad de la interaccion del
péptido de Tau con actina tanto como su efecto inductor de la
formacion de manojos fueron corroborados por estudios con el
péptido bradicinina, el que tuvo un bajo efecto promotor de
manojos de filamentos de actina (Moraga et al., 1993). Otro enfoque
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que podria arrojar - informacién sobre la especificidad de Ia
interaccién tau-actina podria ser el uso de péptidos sintéticos con
secuencias modificadas de los dominios de unién de tau, en los que
se reemplacen por ejemplo residuos de lisina por residuos
aminoacidicos neutros. En este contexto conviene hacer notar que
Ennulat et al. (1989) utilizando fragmentos con la composicion
aminoacidica de dominos de unién de tau a tubulina, pero con
secuencias alteradas, encontré que éstos no inducian la formacién
de microtibulos.

A un nivel estructural, la disminucién del pH resulta en un
aumento de la turbidez medida a 320 nm debido a la formacién de
manojos de filamentos de actina (Figura 17A). Un efecto mayor se
encontré cuando el efecto de disminucién del pH se acompafiaba con
el efecto producido por la presencia de péptido de Taun. Otro posible
elemento en el aumento de la turbidez debida a los manojos podria
ser la formacién de una mayor cantidad de filamentos de F-actina
en estas condiciones. Sin embargo no se registr6 un aumento de Ia
absorbancia a 232 nm en la ausencia de péptido de Tau (Figura
17B), haciendo poco factible esta idea. Los efectos de la disminucién
del pH en el ensamblaje de filamentos de actina han sido
previamente estudiados (Zimmerle & Frieden, 1988), pero estos
efectos fueron analizados sobre la base de métodos que detectan
cantidad de filamentos de F-actina pero no manojos de filamentos.

Dado que un gran aumento en la concentracién de HT, puede
producir denaturacién de la actina en los ensayos de polimerizacion,
es posible que el mayor efecto turbidimétrico observade con
péptido de tau a  bajos pH (Figura 17A) pueda ser el reflejo de una
mayor afinidad entre los péptidos de tau y actina denaturada.
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4.3. Funciones de MAPs en la estructuracion de la red
del citoesqueleto.

Hasta fines de los afios cincuenta predominé la idea que en la
célula eucaridtica en estado de interfase, el citosol estaba formado
por un fluido orginico homogéneo, carente de organizacién
supramolecular alguna, pero con diferentes capacidades enzimadticas.
Sin embargo, durante la primera mitad del siglo XX, algunos bidlogos
plantearon en forma aislada la idea de una estructura reticular del
citoplasma. Con el mejoramiento de las técnicas de microscopia de
luz y las de la microscopia electrénica se encontré que -el interior de
las células eucaridticas estaba efectivamente conformado por
estructuras de naturaleza fibrilar (Loewy, 1952; Porter, 1984). Hoy
sabemos que estas estructuras fibrilares permanecen después de la
extraccién con detergentes en células en cultivo, en condiciones que
producen la liberaciéon de membranas, organelos y pequefias
moleculas solubles (Bell and Stark-Vancs, 1983; Schliwa, 1985:
Porter, 1984). Dentro de este contexto, los estudios de esta Tesis y
trabajos recientes en este laboratorio (Maccioni et al., 1992; Cross et
al.,, 1993, Moraga et al., 1993) apuntan con mayores evidencias hacia
el papel de proteinas MAPs como moduladores de las interacciones
entre microtibulos y filamentos de actina. estas interacciones
podrian definir determinados patrones de organizacién de la
citoarquitectura en respuesta a demandas celulares por estructuras
del citoesqueleto. Por otra parte, estos estudios también sugieren
que subespecies moleculares de estas MAPs interactuarian con
microtubilos y filamentos de actina con afinidades diferenciales,
definiendo la estabilizacién estructural entre la red de actina y de
microtibulos (Maccioni et al.,, 1992; Gonzdlez et al., 1993). Puesto
que hay evidencias adicionales que sugieren el papel de MAPs en la
interaccidon entre microtdbulos y redes de filamentos intermedios en
células en cultivo (Heimann et al., 1985; Capote, comunicacién
personal), es posible que diferentes componentes MAPs puedan
controlar las interacciones entre distintos elementos del
citoesqueleto para definir los niveles de estabilizacién dentro de la
citoarquitectura. Todas estas evidencias experimentales permiten
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inferir un posible rol funcional de los dominios repetidos de MAPs a
nivel del citoesqueleto de microtiibulos y de filamentos de actina
(Figura 18). )

" A pesar que no existen estimaciones de las concentraciones
locales de la proteina Tau en las regiones citoplasméticas donde los
manojos de filamentos de actina son emsamblados, es posible que los
efectos aqui descritos puedan tener algin significado fisiolégico.
Podria ser razonable suponer que estos dominios repetidos de Tau
(y consecuentemente los dominios repetidos de otras MAPs) son
dominios reguladores de las interacciones entre microtibulos vy
filamentos 'de actina, dado que aparecen operacionalmente
conectados a sus funciones de ensamblaje y formacién de manojos
respectivamente. En este contexto, existe. fuerte evidencia que
indica que modificaciones postranscripcionales tales como
fosforilacién son procesos claves para modificar la afinidad entre
Tau y tubulina y entre Tau y actina (Burns et al.,, 1984; Brugg and
Matus, 1991). Asi es probable que sistemas enzimdticos que
modifican la carga neta de los dominios catiénicos repetidos de la
MAPs puedan ser parte de los mecanismos que regulan la. dindmica
de ensamblaje del citoesqueleto en la célula.
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Microtubulo

Secuencias \ ‘
repetidas Filamento de actina

Figura 18. Representacién esquemitica de las interacciones entre
microtibulos y filamentos de actina mediadas por Tau. El modclo se basa en cl
papel de Tau (o MAP-2) de conectar microtibulos con filamentos de actina a
través de la interaccién directa del dominio de secuencias repetidas de Tan, de
acuerdo a antecedentes estructurales de estos dominios (Maccioni et al., 1989;

Joly et al., 1989; Correas et al., 1990).y la informacién obtenida en esta Tesis.
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5. CONCLUSIONES

-EMP interactia a nivel de las secuencias repetidas catiénicas de
Tau (y MAP-2) para inhibir el ensamblaje de tubulina dependiente
de MAPs.

-EM reconoce sitios distintos que EMP a nivel de MAPs y no inhibe
el ensamblaje de tubulina dependiente de Tau (o MAP-2) o de
péptidos sintéticos de Tau que contienen las secuencias repetidas.

-Péptidos sintéticos conteniendo las dos primeras secuencias
repetidas de Tau inducen la formacién de manojos de filamentos de
actina.

-La carbamilacién selectiva de péptidos sitio-especificos de Tau o de
proteina Tau inhiben su capacidad inductora de manojos de
filamentos de actina.

-El proceso de formacién de manojos de filamentos de actina estarfa
probablemente regulado por la neutralizacién de cargas a nivel de
la superficie del polimero de F-actina.

-Los dominios repetidos de MAPs podrian ser dominios regulatorios
comunes de los sistemas de microtibulos y filamentos de actina.
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(MAPs), In this study we provide new data to support the
interaction of a specific tubuiin-binding domain on with
actin in vitro. In actin polymerization assays, the synthetic

forces, because the neutralization of e-aminolysyl residues
by selective carbamoylation resulted in a complete loss of

interconnections between actin filaments and microty-
bules. Key Words: Actin ﬁlaments——Bundling——
7 proteins—Repstitive Sequences—Synthetic peptides.
J. Neurochem. 61, 979-986 (1993).

The cytoskeleton is a complex and dynamic celly-
lar network of filaments that include actin filaments,
Mmicrotubules, intermediate filaments, and thejr asso-
ciated proteins (Maccioni and Arechaga, 1987; Ber-
shadsky and Vasiliev, | 988). Studies at both the struc-
tural and morphological levels on the cytoplasmic or-
ganization indicate that the different components of
the cytoskelets] network should be linked together
(Ellisman and Porter, 1980; Schliwa, 1985; Dan-
owski, 1989) and that their functions are coordinated
to control the changes in cell shape, polarity, and cell
movement (Schiiwa, 1985; Joshj et al,, 1985; Vale et
al., 1985; Maccioni and Arechaga, 1987). Indirect evi-

L

979

A 7 Fragment Containing a Repetitive Sequence
Induces Bundling of Actin Filaments

*tDaniel M. Moraga, }Patricio Nufiez, }Jorge Garrido, and *Ricardo B, Maccioni

*International Center Jor Cancer angd Developmental Biology; +Faculty of Sciences, Universidad de Chile;
and tFaculty of Biological Sciences, Universidad Catélica de Chile, Santiago, Chile

dence, obtained using viscometry, photobleaching,
cosedimentation, and electron microscopic analysis,
suggests that the linkages of actin microfilaments with
the microtubuje system are mediated by microtubule-
associated proteins (MAPs) (Griffith and Pollard,
1982; Sattilaro, 1986; Bershadsky and Vasiliev,
1988). At least three MAP proteins appear to bind to
the actin molecule: MAP-1, according to studies on
cultured cells (Asai et al,, 1985), and MAP-2 and ,
according to in vitro evidence (Griffith and Pollard,
1978; Sattilaro et al,, 1981). MAP-2 and - proteins
have been found 1o contribute to organizing actin fila-
ments into discrete bundjes (Griffith and Pollard,
1982), and Nishida et al. (1981) demonstrated that
the formation of actin filament bundles s inhibited
by MAP phosphorylation, On the other hand, the re-
covery of an actin cross-linking activity following de-
phosphorylation of MAPs has been also shown (Sel-
den and Pollard, 1983). MAPs also have the capacity
to induce bundles of microtubules in cells (Kanai et
al., 1989; Lewis et al,, 1989). It has been also reported
that microtubule bundling induced by the 7 peptide
VI_G is mediated by electrostatic effects of this 7
fragment, leading to an increase in the lateral interac-
tions between microtubules {Melki et al., 1991).
Despite the increasing amount of experimental evi-

cate that the high-molecular—weight components
MAP-2 and MAP-4 and the intermediate-size protein
7 contain a tandem of three or four microtubuie bind-
ing repeats (Lee et al., 1988; Lewis et al,, 1988; Mac-
cioni et al., 1989). The three binding elements found
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in the immature 7 components (VO-G?%, V28_G*3,
and V2°-G2*") are equivalent 10 the first (V27-G**),
third (V3®-G**), and fourth (V3*'-G**) 7 repeats
found in some isoforms of adult brain (Kosik et al.,
1989). These repeats contain part of the tubulin bind-
ing sequence on 7 and MAP-2. The presence of two
actin binding sites on MAP-2 has been described. and
at least one of these appears to be located on or in
proximity to the tubulin binding domain (Sattilaro et
al.. 1981; Pollard et al.. 1984). Most recent reports
indicate that actin binds to 2 32-kDa fragment of
MAP-2 that also contains the tubulin binding domain
(Sattilaro, 1986). Furthermore, the direct interaction
of the peptide KVTSKCGSLGNIHHKPGGG.
corresponding to the second repeated sequence on the
immature 7 (third repeat on adult 7) and MAP-2 with
actin and tubulin has been demonstrated in Vvitro
(Correas et al., 1990).

In this study, we report the effects of the peptide
VRSKIGSTENLKHQPGGG corresponding to the
first common repeated sequence on the MAP pro-
teins MAP-2, MAP-4. and 7. in promoting the forma-
tion of bundles of actin filaments. thus suggesting that
this peptide may enhance the lateral interactions be-
tween actin polymers. Biochemical and electron mi-
croscopic data indicate that it is likely that the effects
of MAPs on the formation of actin filament bundles
could be mediated by their repetitive sequences, and
this opens the possibility that repetitive tandem se-
quences on M APs may play a major role as functional
domains involved in the dynamics of the interconnec-
tion between actin filaments and microtubules.

MATERIALS AND METHODS

Materials

ATP type 11, MgCl,. EGTA. EDTA, NaHCO;, MES,
Tris. and imidazole were from Sigma Chemical Co. KCl
and acetone were from Merck. Uranyl acetate and Parlo-
dion electron microscopic grids were obtained from Ted
Pella. Inc. The 7 peptides VI¥_G2* (VRSKIGSTEN-
LKHQPGGG). VG (VTSKCGSLGNIHHKPGGG).
and V¥*-G*’ (VQSKIGSLDNITHVPGGG) and the Bll-
tubulin peptide y42_G* (YQQYQDATADEQG) were
obtained by chemical synthesis using an automatic solid-
phase synthesizer (model 430A: Applied Biosynthesis) (Ste-
wart and Young, 1984). The peptides were further purified
by reverse-phase HPLC using a Nova-Pak C,g column
(Rivas-Berrios et al.. 1990). The bradykinin peptide
(RPPGFSPFR) was obtained from Sigma.

Purification of proteins

Actin was isolated from chicken skeletal breast muscle by
the method of Spudich and Watt (1971). G-actin was stored
at 4°Cin 2 mM Tris-HCI (pH 8.0). 0.2 mM ATP.0.2 mM
CaCl,. 0.5 mM dithiothreitol, and 0.02% sodium azide (as 2
preservative). Purified G-actin preparations were used
fresh. usually during the week after purification. 7 protein
was isolated from extracts of bovine brain as indicated by
Herzog and Weber ( 1978), with modifications as indicated
by Vera et al. ( 1988a).
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Protein and peptide carbamoylations

r protein and the 7 peptide VG were subjected to
chemical modification with KCNO. which reacts with free
c-aminolysine residues (Mellado et al., 1982). For peptide
modification, 3 mg of the 7 peptide was incubated with 0.2
M KCNO or using variable K.CNO concentrations. as indi-
cated. in 0.1 M MES buffer (pH 6.6) for 1 hatroom tempera-
ture, followed by chromatography in a column of Sephadex
G-25 fine (20 x 1 cm) to separate the modified peptide from
unreactive cyanate. The fraction number in which 7 peptide
cluted in the Sephadex G-25 column was determined by
radioactivity measurements using as a tracer a small frac-
tion of '*C-carbamoylated 7 peptide or on the basis of fluo-
rescamine determinations (Moraga et al., 1992). using the
unmodified r peptide as a tracer. considering that the carba-
moylated fragment and the unmodified peptide have the
same elution volume. Asa control for the peptide modifica-
tion. 3 mg of = peptide was incubated with 0.2 M KCL. The
fragment treated under these conditions was used as a con-
trol in the different assays. The native 7 protein was also
subjected 10 chemical modification with KCNO on the
basis of the same protocol (Mellado et al.. 1982), using na-
tive 7 protein in MES buffer (pH 6.6) as a control. For
experiments involving incorporation of K¥CNO into 7
peptide, 3 mg of the peptide was treated with 50-200 mM
labeled cvanate (0.6 pCi/umol) by incubation for 30 min at
25°C, and a sample of the reacting solution was passed
through a Biogel P-6 column to separai€ the modified 7
fragment from the unreactive cyanate. Similarly. for incor-
poration of labeled cyanate into 7 protein. 0.7 mg of puri-
fied 7 was allowed to react with 50-200 mM K'*CNO, and
the modified protein was separated from free reagent using
Sephadex G-25 (type medium) columns. Samples of the la-
beled carbamoylated 7 were also subjected 10 electrophore-
cis and analyzed as indicated by Mellado et al. (1982).

Actin polymerization assay

The actin polymerization assay Was carried out by incu-
bation at room temperature of 0.4 mg/ml of purified G-ac-
tin, 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, and 1| mM ATPin 0.1 M
MES buffer, pH 6.6. The mixtures (final volume, 0.2 ml)
were maintained for 1 h at room temperature in Eppendorf
tubes, and the actin pol vmerization products were analyzed
by electron microscopy. For the analysis of the bundling
process. turbidimetric measurements were performed at
320 nm. However, the analysis of polymerization of G-actin
into actin filaments was followed by measurements of UV
absorption change at 732 nm (Higashi et al.. 1963).

Electron microscopy

The different samples containing actin filaments result-
ing from in vitro assembly experiments. or other actin as-
sembly products obtained immediately after polymeriza-
tion in the presence or absence of 7 or tubulin peptides, were
placed on carbon/Parlodion-coated grids for 1.5 min fol-
lowed by staining with 1% aqueous uranyl acetate and exam-
ined in a Phillips model 300 electron microscope at 60 kV
(Veraetal., 1988b).

RESULTS

Monomeric actin obtained from chicken breast
skeletal muscle was induced to polymerize in the pres-
ence of site-specific peptides from either 7 or the tubu-
lin molecule at various concentrations. The synthetic
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1G. 1. Dependence of the turbidity change of actin polymers on
€ concentration of the + peptide v187_g204. Monomeric actin ata
al concentration of 0.18 mg/ml was polymetrized in0.5mlof a
1M MES buffer cantaining 2 mAM MgCl,, 50 may KCI, and 1 maps

P (pH 6.6) in the presence of variable concentrations of the
ptide V'*7_G# () The incubation mixtures wera maintained

jein the presence of the Ali-tububin peptide Y22_geas {®), and the
rbidity increase was recorded as described above,

eptide corresponding to the first repetitive sequence
f + protein (- peptide VI87_G204 VRSKIGSTEN-
KHQPGGG), which contains part of the tubulip
inding site on 7, increased turbidity at 320 nm in 2
ose-dependent fashion using the in vitro actin poly-

ith native + protein were obtained (data not shown),
1 agreement with resuits of Kotani etal. (1985), Simi-
r effects were also obtained with peptide corre-
Jponding to the second repeat V2E_G25 aven though
oncentrations of this peptide 1.24 times higher than
hat of peptide V187_3204 were required to attain the
ame level of bundling effects. To test the specificity
f the effects of » peptide on turbidity measurements
ssociated with the formation of actin filaments, g

eptide (YQQYQDATADEQG), which represents
he main tubulin site for MAP-2 and - interaction
accioni et al., 1988; Cross et al,, 1991), was as-
jessed. Figure 1 shows that the increase in the concen-

.id_e, Over the entire range of actin concentrations
Fig. 2). When actin assembly was measured on the
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(data not shown), )

An ultrastructura] analysis of the actin polymers
formed in the presence of the site-specific + peptide
VIF_G204 o selected intervals (as in the assay for Fig.
1) shows that the main structures detected by turbid.-

3B at a higher magnification. Controls with actin fila-
ments assembled from G-actin in the absence of

acteristics identical to those with peptide V187_(3204
were observed in the presence of peptide V215_(3235.
However, no effects were produced by either the BII-
tubulin peptide (422-434) or by ¢ peptide V2505267
corresponding to the third repeated sequence,

The data on the turbidity increase as a result of the
7 peptide-induced actin assembly, along with the elec-
ron microscopy of the assembled polymers, point to

an effect of the + peptide in promoting bundling of

To examine the possible contribution of specific
amino acid residues of » peptide V'¥..G% in the bun.-
dling activity, selective chemical modification of the
peptide using KCNQ wag carried out. The modifica-
tion reaction of the r fragment showed an irreversible

03 - ® Actin
O Actin + tey peptide
E oz2r
<
o
o
N
=< Olfp
0 ‘.-'/‘___../*—¢
L ] 1 L 1 ]
Q.2 [s1:3 1O
mg/mL

FIG. 2, Dependence of turbidity increase on actin concentration,
Monomeric actin at different concentrations was allowed to poly-
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FIG. 3. Induction of bundles of actin filaments by = peptide, shown in eiectron micrographs of negatively stained preparations ot actin
filaments in the absence (A; %43,000) or the presence {B % 43,000) of 0.08 mM  peptide. C: A higher magnification of an area of B,
%150,000, D: A control of 7 peptide incubated under assembly conditions but in the absence of actin. X43,000. Samples assayed as
described in the 1egend of Fig. 1 were mounied on a grid and stained as described in Materials and Methods.

nature as assessed by standard zonal chromatographic
separation on Sephadex G-25 gels. A product with
one carbamoylated amino acid residue resulted from
the 7 peptide modification using a cyanate concentra-
tion of 0.2 M, on the basis of a reaction stoichiometry
of 0.81 % 0.24 mol of KCNO/mol of 7 peptide. The
eleciron microscopic studies (Fig. 4) showed that car-
bamoylation of 7 pep ide resultedina complete inhi-
bition of bundling of actin polymers (Fig. 4A and B).
1t has been described that 7 protein has the capacity to
promote actin bundling (Griffith and Poliard, 1982;
Sattilaro, 1986). 1t is interesting that carbamoylation
of native 7 protein also resulted in 2 significantly di-
minished capacity of 7 1o induce bundies of actin poly-
mers (Fig. 4C and D). Considering the irreversibility
of  carbamoylation with KCNOQ, the data pointtoa
possible role of a highly reactive lysine residue in the
bundling activity of 7 fragment, suggesting the role of
electrostatic components in the bundiing effect of the
r peptide. Thus, an experiment was performed in
which the effects of pH variations on the bundling
capacity of 7 peptide were tested.

The bundling effects on actin polymerization re-
sulting after variations of pH were studied both in the
presence and in the absence of r peptide. T he turbid-
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ity increase at 320 nm was determined at each pH
value. It was interesting that in the in vitro experi-
ments in the absence of = peptide, 2 gradual decrease
of pH in the assembling solutions, from 6.6 10 4.7,
resulied in an increased actin bundling (Fig. 5A). The
effects of a fixed concentration (90 pM)of 7 peptide
V1¥_G** on the turbidity increase resulting from the
actin assembly at different pH values werc analyzed.
In this in vitro system, the assembly of actin polymers
based on turbidity measurements (Fig. 5A) increased
gradually when the pH decreased below 6.6. In the
presence of the 7 peptide, an effect was also observed
between pH 7.6 and 6.6, whereds no effect at all was
observed in the absence of 7 fragment. This effect
(0.07 absorbance unitsy at pH 7.3 was significantly
lower than that observed (1.1 absorbance units) at pH
6.2. However, the bundling effects with the 7 peptide
at pH 7.3 were almost the same as those obtained with
the native 7 protein. Figure 5B shows the increase in
absorbance at 232 nm resulting from actin filament
assernbly in the presence of 7 peptide at different pH
values. In these experiments, the increase in UV ab-
sorption asa result of lowering pH value of the assem-
bling solutions (Fig. 5B) revealed a higher extent of

actin filaments formed. However, no increase in ab-
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FIG. 4. Inhibition of actin filament bundling by r peptide modification with KCNO. Samples of monomeric actin under the assay conditions
described in the legend of Fig. 1 were admixed with the r peptide V187._(g204 (A) or with the modified » Peptide after reaction with 0.2 M
KCNO (B) and aliowed to palymerize. A control of actin bundies induced by addition of 100 #9/ml of native r protein {C) and the assembly
product after incubation with KCNO-modified - protein (D) are also shown, The Peptide concentrations used in both assays were 180 mA4.
Polymers from the different samples were examined tnder the electron microscope, x43,000, Other details are described in Materiais and
Methods,

sorbance was detected in the absence of » peptide, asa 7 peptide, was not comparable to the significant tur-
result of just lowering the pH of the assembling soly- bidity increments observed at 320 nm on decreasing

tions, The actin assembly as monitored by the UV the pH in the assembly solution,
absorbance change at 232 nm, even in the presence of Actin samples polymerized at different PH values,
A ® Acyi B j
20F o A:Ii': + tou peptide 401 )
@ Actin
E y 2 O Actin + oy peptide o
c i E
[
[« o d
S o} 1 m 30r
o
<T < o
0.0 F L 20 p T
L (] ] t 1 H
5 6 7 5 [ 7
pH pH
FIG. 5. Dependsnce of the turbidity of actin filaments on + Peptide under different PH conditions Samples of monomeric actin were
nduced 1o polymerize at different pH valyes under the assay conditions described in the legend of Fig. 1, either in the presence (C) orin the

4. Neurochem., Vol 61, No. 3, 1993
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in the presence of 7 peptide, were negatively stained
and examined by electron Microscopy, demonstrat-
ing the induction of tight bundles of actin microfila-
ments by 7 peptide VI8_G2*, like those seen in Fig.

3B, displaying a correlation between the amount of

bundles with the increment in turbidity. According t0
the electron microscopic analysis, the increase in tur-
bidity induced by pH variations in the absence of 7
peptide appears 10 be due to the formation of rather
diffuse bundles of actin microfilaments that are not
present at pH values exceeding 6.12 (data not shown).
However, in the presence of 7 peptide compact bun-
dles were the main assembly product.

DISCUSSION

The repetitive tandem sequences on 7, which are
common to repeats on MAP-2 and MAP-4, were
identified as microtubule binding motifs in these pro-
teins (Lewis et al., 1988; Maccioni et al., 1989). These
MAP repeats are inserted in highly conserved cationic
moieties on these proteins, which are functional 1n
regard to tubulin binding and its assembly into micro-
tubules (Joly et al., 1989; Farias et al., 1992). It has
been shown that MAP-2 and 7 have the capacity to
induce formation of bundles of actin filaments in Vi-
tro (Griffith and Pollard, 1982: Qattilaro, 1986) and
microtubule bundles in cultured cells (Lewis et al.,
1989). Despite this information and the data on 7 5€-
quences implicated in microtubule bundling (Melki
etal.. 1991). the precise domains on 7 involved in the
actin bundling phenomenon are not known. The data
presented here show that the first repeated sequence
on 7 and also the second embryonic 7 repeat have the
capacity to promote significant self-assembly of actin
filaments into bundles of microfilaments (Figs. 1-3),
thus suggesting that these 7 sequences contain the
structural information to promote the bundling ef-
fect. The third immaturé 7 repeat (corresponding 1o
the fourth repeat in adult 7) apparently failed to in-
duce actin bundling suggesting the specificity of 7
peptide interactions with actin filaments. Although
there is no clear explanation for this particular obser-
vation, it is important 10 point out that this third 7
repeat is less cationic than the other two 7 sequences,
with a lower isoelectric point (Ennulat et al., 1989).
Furthermore, Farias et al. (1992) demonstrated that
this  sequence did not exhibit an effect on microtu-
bule assembly like that observed for the first and sec-
ond repeats on 7.

Previous studies have shown that r interacts with
both actin and tubulin through its second repeated
sequence V218G (VTSKCGSLGNIHHKPGGG)
(Correas etal., 1990). However, these studies (Correas
et al., 1990) revealed that even using 7 peptide con-
centrations twofold higher than those of 7 protein (3
puM) required for bundling effects failed to induce for-
mation of bundles. In the present studies, concentra-
tions of 7 peptide of >50 M (molar ratio of 5:1 with
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respect to actin) were necessary to observe a major
bundling effect, values that are higher than molar 7
concentrations used t0 form the 26-nm bundles ob-
served by Sattilaro et al. (1981). The requirement of 7
peptide concentrations over one order of magnitude
higher than those of 7 required for actin bundling can
be explained on the basis that the 18-mer 7 segment
may contain only part of the sequence information
contained on 7 protein to induce actin bundling. It is
also possible that certain conformational aspects
(Cleveland, 1987, 1990) associated with this domain
on the native 7 molecule may be important 10 reach
maximal levels of actin bundling. 1t is noteworthy
that conformational aspects appear to be involved in
T peptide-induced microtubule assembly (Maccioni
et al., 1989) and in formation of microtubule bundles
(Melkietal., 1991). Thus, itis reasonable to think that
the role of 7 repeats 10 induce formation of actin bun-
dles may strictly depend on the orientation and spa-
tial disposition that is conferred on them by the three-
dimensional configuration of the entire 7 molecule.
The electrostatic nature of the interaction of 7 pep-
tides with actin filaments also appeared to be of major

relevance. In the present series of experiments the ef-
fects of 7 peptide in inducing actin bundles depend on
the constituent concentration (Maccioni € al., 1985)
of the peptide, and this effect was drastically blocked
after selective carbamoylation of at least one lysine
residue on the 7 peptide. Actually, when on¢ lysine
residue was carbamovylated, a complete 10ss of actin
bundling was corroborated both by turbidity measure-
ments and by electron microscopy. According to s€-
quence data, the potential lysyl groups that could be
involved in determining the bundling effects of 7 pep-
tide are those at positions 190 and 198 on the first
imperfect 7 repeated sequence. even though it has
been difficult to define the precise contributions of
each of those lysines 10 the total bundling effect. The
high reactivity of 7 peptide NH; groups to KCNO
modification at pH values close to the neutral pH indi-
cates that the amino acid residues involved in the reac-
tion should have an abnormally low pK value (Stark,
1972). A low pK value of reactive amino groups onTt
(and on 7 peptide) suggests 2 hydrophobic or slightly
positively charged microenvironment around that
amino group. Low pK reactive amino groups have
been reported for several enzymes (Slebe and
Martinez-Carrion, 1976), for the N-terminus of myo-
globins (Garner et al., 1973),and for tubulin (Mellado
et al., 1982). Clearly, these results point 10 electro-
static effects on the productive interaction of the first
two 7 peptides with actin molecules leading to bundle
formation. On the basis of the naturé of this carba-
moylation reaction, it is likely thata lysyl residue on 7
peptide could be critical for peptide interaction with
an acidic domain on the actin surface. Thus, neutral-
ization of negatively charged subdomains on actin
molecules by the cationic peptide fragment may Te-

sult in a significant increase in actin interactions with
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each other, preferably lateral interactions between mi-
crofilaments leading to formation of actin bundles,
The strict dependence of bundling on the peptide con-
centration supports this Interpretation, because anin-
crease in the number of cationic species interacting
with actin should result in a gradual charge neutraliza-
tion on the actin acidic moiety, facilitating the bun-
dling process.

The hypothesis on the involvement of electrostatic
Interactions between the 7 peptide and actin is also
Supported by data on the effect of a pH decrease on
the actin bundling process. It appears possible that
variations in the net charge of the first - peptide after
decreasing pH values may be critical for peptide bind-
ing to actin molecule and the bundling process, The
decrease in pH values is associated to a gradual pro-
tonation of carboxyl groups of acidic amino acid resi-
dues on the molecular surface of actin, together with
an increase in the number of protonated NH;* groups
from e-aminolysines, thus facilitating neutralization
of negatively charged residues on the acidic moiety of
the actin molecule. It is interesting to note that a tur-
bidity change comparable to that obtained in the pres-
ence of native r was observed in the presence of 7
peptide, within a physiological pH range around 7.3,
However, in the absence of 7 peptide, a decrease of pH
between 7.6 and 6.6 has no effect on the net turbidity
change. These studies are essentially based on an in

have only implications on the mechanisms of bun-
dling, based on the electrostatic effects. At the struc-
tural level of actin polymers, the decrease in pH re-
sulted in a turbidity increase associated with actin
bundle formation, and an even higher effect was ob-
served in the presence of - peptide. Another possible
turbidity-inducing element would be the formation of
a larger number of actin filaments as the pH de-
creases. However, no increase in absorbance at 232
nm in the absence of 7 peptide was observed, indicat-
ing that this possibility is unlikely. The effects of de-
creasing pH on polymerization of actin filaments in
the absence of any assembly-promoting factors has
been also reported (Zimmerle and Frieden, 1988), but
the effects are analyzed on the basis of methods to
detect actin microfilaments rather than a bundling

electrostatic component in the interaction; however,
it is important to point out that bradykinin-induced
bundling did not reach optimal levels of bundling as
those observed with peptides from the first two 7 re-
peats. Thus, it is likely that the bundling effects of -
fragments may result from the fact that those se-
quences are integral parts of a molecular microenvi-
ronment on 7 protein, which could be specifically in-
volved in the molecular recognition of actin leading
to subsequent bundje formation.

Although there are no estimations of local concen-

trations of 7 in the cytoplasmic regions where actin
bundles are assembled, it is possible that the effects
reported here may be physiologically significant (Dru-
bin et al., 1986). 1t would be reasonable to envisage
this domain of + (and consequently the other MAP
repetitive sequences) as a regulatory domain (Mac-
cioni et al., 1989) of the microtubule-actin filament
cytoskeleton, as it appears operationally connected to
their functions of polymerization and aggregation, re-
spectively. In this context, strong evidence exists indi-
cating that posttranslational modifications such as
phosphorylation are key processes in the modification
of the affinity between 7 and tubulin, as well as be-
tween 7 and actin (Burns et al., 1984; Brugg and
Matus, 1991), Thus, it is likely that énzymatic sys-
tems that modify the net charge of the repeated cat-
ionic domains on may be part of the mechanisms
that regulate the assembly dynamics of the cytoskele-
ton in the cell.
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Estramustinc-phusphatc (EMP), 5 phosphorylated conjugate of estradiol and nor-nitrogen mustard binds o microtubuic-associ-
ated protcins MAP-2 and tau. It was shown that this estramustine derivative inhibjs the binding of the C-terminal twbulin
Pepride B-(422-434) 10 both MAP-2 and tau. This wbulin Segment constitutes a main binding domain for these microtubyle-as.
sociated proteins, Intercstingly, estramustine-phosphare interacted with the synthetic tau peptides VLG ong Vi Gas
Fepresenting two major repeats within the conserved micrmubulc-binding domuin on tau and also on MAP-2, This observation

Introduction

Chife.

Thhea .
Abbreviations: EM. sstramustine; EnMp, estramustine-phosphgte:
MAP. microtubule

Was corroborated by the inhibitory effects of estramustine-phosphate on the tau peptide-induced tubulin assembly intp
microtubules. Op the other hand. the nonphosphorviated drug cstramustine failed to block the MAP peptide-induced asscmbly,
indicating tha; the negatively charged phosphate moicly of esiramustine-phosphate js of importance for s inhibitory effect,
These findings sugpes that the molecular sites for the actjon of estramustine-phosphate are located within the microtubyje

Sequence dara derived from cDNA clones revealed

the existence of 3 tandem of common repeats located

The multiple functions of microtubules, namely in the conserved region within the C-terminal one-third
modulation of cel] shape. orgapelle transport, protein moiety of MAP-2 and tau [13,14]. Recent siudies point
secretion and mitosis appzar 10 be mediated by at least 10 the involvement of these reperitive sequences in the
W0 main protejn Systems: the cytosolic motors involved productive interaction of MAP-2 and tay with the
in many iransport processes and the microtubule-asso.- microtubule system [15~17). Common antigenic deter.
ciated proteins (MAPs) [1]. MAPs play essentia] cellu- minants at the level of these repeas in MAP-2 and 1au
lav roles reguiating the assembly of microtubyles and have been demonstrated using site-directed antibodies
stabilizing its structure [2-4]. Current evidence point 1o [18]. On the other hand, MAPs interact with specific.
the involvement of these proteins in modulating the binding sizes within both the consiant and variable
interactions between microtubules with other filamen- C-terminal subdomains of tubulin isoforms (10,19], The
ous components of the cvioskeleton [5,6]. MAPs are interaction of MAP-2 and tay with tubulin appears to
proteins with a jow level of molecular conformation [7] be mediated by the binding of some of these repetitive
that contain a microtubuleébinding domain which in. sequences with the Segment B-(422-434) within the
teracts with the C-terminal moieties in tubulin subunits conserved region of B-tubulin isotvpes [20-22]. How.
(8-10] and a side domain which appears 1o be involved ever, the high—molecular-weighr components of MAP-]
in their interactions with other cellular Protein or with appear 1o interact with an acidic moiety within the
the microtubular surface [11,12). variable domains of the distinct isoforms of B-tubulin

[10,19.23].

Estramustine (EM) js an- adduct of estradiol and
nor-nitrogen mustard, which has been shown to arrest
mitosis {24]. and it has proven 1o be effective in the
ireatment of prostatic carcinoma {25). The drug ap-

-associated protein,

Correspondence: R.B, Miccioni. ICC, Casilla 7011). Santiago 7, bears 1o interact with MAPs [26.27]. On the other

hand. previous studies have shown that the phospho-
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rylated derivative estramus_tine-phosphatc (EMP)
blocks microtubule assembly and that this effcet is
mediated by the drug intcraction with MAP-2 and tau
{28.29). Despite information that has been gained on
the mechanisms of action of the drug on protein secre-
tions mediated by MAPs. and its anti-neoplasic action
[30-33}, there is no information on the structural as-
pects of the EM and EMP binding domains on MAPs.
It has previously been shown that EMP interacts with
the tubulin binding fragment of MAP-2 [29). We have
therefore focused our studies on MAP-2 and tau do-
mains for the interaction of EMP. using assembly anal-
ysis combined with studies on the binding of the drug
1o synihetic MAP peptides. and the effects of the EMP
derivative on the interaction of C-terminal tubulin
fragments with MAPs. Our studies demonstraie that
EMP interacts specifically with the microtubule-bind-
ing domains, represented by the repetitive segments 01
MAP-2 and tau.

Material and Methods

Materials

Sucrose, dimethylsulfoxide, GTP type 11-S, EGTA
and the proteinase inhibitors PMSF, aprotinin and
soybean Irypsin inhibitor were from Sigma. Sephacryl
types 5-200 and $-300 were obtained from Pharmacia,
and Biogel P-6 was from Bio-Rad. Phosphocellulose
was obtained from Whatman. The drugs. EM and
EMP and their tritiated radiolabeled derivatives were
generously provided by Kabi Pharmacia AB (Sweden).

Protein purification

Tubulin was purified by cycles of assembly-disassem-
bly [34] foliowed by phosphoceliulose chromatography
[9]. For that purpose, microtubule protein was isolated
from bovine brain by thiee temperature-dependem
cycles of assembly and disassembly [9,34] and the mi-
crotubule pellets were resuspended in 0.02 M Mes (pH
6.5), 0.5 mM MeCl,, 2 mM EGTA and 0.1 mM dithio-
threitol (buffer PC) prior to the chromatographic step.
Tubulin was separated from MAPs components by
phosphoceliulose chromatography [9]. This tubulin
preparation {(PC-wibulin) was used in all the experi-
ments where purified tubulin was reguired. MAP-2
and tau were isolated as described by Vera et al. [35].

Pepride synthesis

The tau peptides VBTG4, VRSKIGSTENLKHQ-
PGGG, V-G VI'SKCGSLGNIHHKPGGG, and
v 250.G 267, VQSKIGSLDNITHVPGGG were synthe-
sized on an automatic solid-phase peptide svnthesizer
(Type 430A. Applied Biosvstems) and purified by re-
verse-phase HPLC on 2 Novopack C-18 column. with 2
Warers 501 apparatus. The purified peptides were sub-

jected to ivophilization and dissolved in buffer PC for
the differcnt experiments described below,

Polvmerization assday

Phosphocel]ulose-puriﬁed bovine brain tubulin (1.8
mg/mi} was adjusted to 0.1 M Mes (pH 6.8), 0.5 mM
Mg**. 2 mM EGTA (buffer A) in the presence of the
0.16 mM of either tau peptides. and in the presence Or |
absence of increasing concentrations of EMP. Aliquots
of a fresh stock sotution of EMP prepared in puffer A
were added to 0.4 ml of assembly mixture in order 10
give the final concentrations indicated in Fig. 3. In the
experiments using the non-phosphorylated derivative
EM. the drug was dissolved in dimethyisulfoxide, and
4-10 pl aliquots were added to 0.4 mi assembly mix-
ture to give the final concentrations indicated in Fig. 6.
Equivalent amounts of pure dimethylsulfoxide were
added to controls assaved in the absence of the drug.
After 3 min preincubation of the assembly mixture at
30°C either in the absence or the presence of the
respective drugs, 1 mM GTP was added to the assem-
bly system and tubulin assembly was assaved turbidi-
metrically [36), or using the sedimentation procedure
as described by Cross et al. [10).

Electron microscopy

Samples were obtained from the assembly mixture
{both before and after the agsembly mixture was sub-
jected 10 cold reversibility of the assembly products).
fixed in warm buffer A containing 1 mM GTP, stained
with uranyl acetaie and observed in 2 Philips 300
electron MICroscope 221

Binding studies

(4) Ultracentrifugation method. Binding of the *H-
acetviated tubulin peptide B-11(422-434) 10 MAP-2
under non-assembly conditions was quantitated by ul-
tracentrifugation in 2 Beckman Airfuge, using sucrose
1o provide density stabiiization [37]. Centrifugation was
carried out for 3 h. at room remperature at 140000 X g
on solutions containing 1.8 mg/ml MAP-2 and the
desired concentration of tubtlin peptide admixed with
tracer amounts of 3H-acetylated B-II(422—434) pep-
tide. Under these conditions more than 995% of MAP-2
sedimented out of the 10 pl aliquot removed from the
top of the sedimentation colum, while blanks contain-
ing no MAP-2 were allowed to imtroduce corrections
for the small armount (around 3%) of unbound peptide
sedimented during altracentrifugation.

(B} Small zone gel chromatography. The experimen-
1al conditions were those of Maccioni et al {20]. A
mixture of purified MAP-2 (1.8 mg/ml) and stoichio-
metric amounts of the 3H.acerylated B-tubulin peptide
(sp. act = 1200 cpm /nmol) in a final vol. of 0.42 ml was
incubated at 30°C for 16 min followed by chromato-
graphic separation in 2 Sephacryl 5-200 column (1.0

e —




28 cm) equilibrated in 0.05 M Mes (pH 6.8), 1 mM
MgCl,. The column flow Was maintained at 5.8- 103
em® s™' and fractions of 0.4 mi were collected. Other
experimental details are indicated in the respective
figure legend.
Direct interaction of [ Hlestramustine-P wirhy tau pep-
tides

THU peptides VIHT_GZIN‘ vZIH_GZJS or V'.!SII_G 267
were incubated for 10 min at 27°C either in the ab-
sence of EMP (control) or with 10~20 M EMP in the
presence of tracer amounts of the *H-labeled drug, and
the mixtures subjected to zonal chromatography in a
column of Biogel P-6. Fractions of 0.35 m] were col-
lected. The peptide toncentrations in each separated
fraction were determined by the fluorescamine method
and the radioactivity associated to the tritiated EMP
was determined by scintillation counting.

Results

Current information points to the roles of protein
binding domains involved in the specific macromolecn-
lar interactions berween tau {or MAP-2) and the tubuy-
lin molecule [2,8-10.15,16]. A schematic representation
of the main sequences of the B-11(422-434) segment
within the C-terminal moiety of S-tubulin and three
repetitive sequences derived from the immature tau
are shown below.

The C-terminal B-tubulin sequence constitutes part
of the tubulin domain for the binding of MAP-2 and
tau [20]. On the other hand, it has been shown that the
repetitive tau Sequences, which are also present in
MAP-2[13,14] constitute microtubule binding domains.
Certain isoforms of the adult brain tau contain these
repeats while other isotypes contain an additional
fourth repetitive sequence [13-16]. We used svnthetic
peptides corresponding to those sequences [15] to ana-
lyze the effects of EMP in interfering with the tubulin-
MAP interactions, and at the level of the assembly
System, Thus, we focused on the functional domains on
MAP-2 and tau; e.g., MAP domains that recognize
tubulin and their possible role in the interactions of
EMP. Binding studies in the Airfuge, using variable

a) C-terminal A~Il-tubulin isstorm {Conserved domain)

Al4a22-a34), YOQYQDATADEGS

3] Tou repetitive sequences

Vi gics, VRSKIGSTENLKHOPGGS

wAE_ 238 VTISKCGSLGNIHHKPGGG
V5T 287,

G VQSKIGSLDNITHVPGGG

Scheme |
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Fig. 1. Inhibition by EMP of the binding of jabeled C-terminal

tubulin peptide [JH]-ﬁ-Il(422-434) 'o purified brain MAP.? a a

final concentration of 1.8 mg/ml. Binding analysis was performed

moles of the Inbeled B-11{422-434) tubulin peptide bound per mole
of MAP.2,

concentrations of the B-11(422-434) tubylin peptide
admixed with tracer amounts of the *H-acetylared pep-
tide and a fixed concentration of MAP.2 [20,38], were
performed both in the absence and presence of EMP,
Double reciprocal plots of Fig. 1 showed that the
increase in tubulin peptide concentration [CB(422-
434)] correlates with an increase in its binding to
MAP-2 (v, moles of tubulin peptide bound per mole of
MAP-2), However, at the same concentration of tuby-
lin peptide, binding decreased in the presence of EMP,
indicating a competitive inhibition by the drug on the
interaction between the 3H-acetylated B-11(422-434)
tubulin peptide and MAP-2. The interaction was also
analyzed by smail zope gel filtration on Sephacryl
S-200. Complex formation between MAP-2 and the
[*H]-8-11(422-434) was demonstrated, in agreement
with preliminary observations, as evidenced by the bj-
modal elution profiles of total Iabeled peptide dis-
played in Fig. 2. A significant decrease in the first peak
corresponding to the [*Hjtubulin peptide-MAP-2 com-
plex, and an increase in the free labeled peptide peak
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Fig. 2. Binding of the [PH}-B(22-434) wbulin peptide to MAP-2 as
anaiyzed by zonal Gltration chromatography. In the control experi-
ment. the lubeled peptide was admixed with MAP-2 in a final vol, of
0.42 ml. preincubated at 30°C and the mixture eluted in a 28X [ cm
Sephucryl S-200 column [20.38] (8], The binding was also analyzed as
indicuted ubove. but in the presence of 24 M EMP (0). Fructions
of 0.4 ml were collected and the radivactivity measured by scintilla-
tion counting.
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Fig. 3. Inhibition of rau peptide WI%.G ™ induced wbulin assembly

by increasing concentrations of EMP. Tubulin samples (1.8 mg/mi}

were allowed to assemble with the tau peptide at a final concentra-

tion of 0.16 mM. in the absence (a) or in the presence of 3 pM (b},

10 oM (), 20 pM (d} and 30 =M (e} of cold EMP. The inset shows 4

plot of the extent of polymerization (3 Azg) as a function of the
constituent conceatration of EMP.

It has been reported that 18 amino acid synthe
peptides containing the microtubule-binding repeat
sequences on MAP-2 and tau induce tubulin assemt
in o cold-reversible fashion [15.17). This asscmbiyl
mediated by the direct interaction of the synthe
MAP peptides with specific C-terminal domains «
tubulin [10,15). Thus. in order o shed light into ¢
MAP functional domains recognized by EMP. the q
fects of the drug on tubulin assembly induced by pe
tides VWG and V-G were analyzed. Fig.ll
shows the assembly kinetics of tubulin induced by t
first tau peptide. and the inhibition exerted by increa
ing concentrations of EMP. It is worth pointing o
that the first two tau peptides induce tubulin assemb
with a linear concentration-dependence fashion eve
at ‘peptide /tubulin molar ratios of 12:1 [15], and the
tau peptide concentrations used in these experimen
were within linearity. The drug decreased the rate ¢
peptide-induced assembly and the extent of micr
tubule polymerization as shown in the insert of Fig.
An increase in the constituent concentration of EMI
resuited in a gradual inhibition of the level of assembl
reached at plateau. Interestingly, an inhibition ©
around 50% in tau peptide-induced assembly was at
tained at 10 #M EMP, a level of drug concentratio
which produced a blockage in the binding of the
[1{422-434) regulatory tubulin peptide io MAP-2
However, higher EMP concentrations have been re
ported to be needed for EMP inhibition of the assem

Fig. 4. Electron microscopy of polymers obtained in the presence of
EMP. (A) Control, polvmers assembled with tubulin (1.8 mg/ml) in
the presence of the taw peptide VIFLY M (0,16 mM). (B) Electron
microzraph of polvmers induced to assemble by the tuu pepide
VST 338 (0,16 mM) in the presence of 13 pM EMP. Mugnification.
Jo0nx.
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bly of cyeled microtubulyr protein preparations [29).
Non-estradiol phosphate ester  derivatives  fike -
nitrophenylphusphulc failed to block PC-tubulin as-
sembly induced by tau peptide (data not shown), pro-
viding support (o the specificity of the interaction,
However, other negatively charged estradiol derivy-
tives, such ag estrumustinc-suiphatc, were previously
shown to act similarly to EMP a5 4 MAP dependent
microtubulé inhibitor [39).

The structure of the tay peptide-induced polvmers
was analyzed hy electron micmscupy, showing thar
filamentous Structures and amorphous materjal were
the main assembly products in the prescence of EMP
(Fig. 4B), ag compared with microtubule controls (Fig,
4A). Simitar EMP inhibitions were observed when

corresponding to the Tepeated tau segments was ana-
lyzed in order to provide further information on the
mechanisms by which EMP inhibits tubulin-MAP ip.

Moraga.et al, 1992
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Fig. 5. Interaction of [*HIEMP with tau peptides VIV.G M4 4y 04
Peptide V3N G2 (g analyzed by zong] filtration chromatography
in Bioge! P.g (5 mesh). The open triangles in A and B show the
radioactivity profiles of [*HJEMP after chromatograph_v In the pres.
ence of either tay peptide. The Fijed circles in A and B represent
the elution patterns of the Fespective tau peptide eluted in the
presence of 20 M labeled EMP as indicated above, as analvzed by
the fluorescamine method. On the other hand, the open circles in A
and B represent the control of the elution profile of the Tespective
tau peptide, analyvzed by fluorescamine, Other details ag described in

Materials ung Methods.
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A Absorbance 340 am
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C tubulin, mg/ mi
Fig, 6. (A) Effects of estramustine on whuljn assembly indyced by
the MAP-pentide corresponding (0 the repetitive sequence VIS,
G Tubulin Samples (1.8 me/ml) were allowed lo assemble with
16 mM MAP-peptide in the absence (continuony line) or afier 1he
addition at zerg time of 10 M EM (dashed line) or 25 »M EM

nm. On the othey hand, 25 M Epm wits added 10 the control sample
at plateau (aftep 12 min assembly assay) and the turbidity recorded
over that time, (B) Plots of 10ty extent of MAP-peptide induced

teractions. In this experiment the tritiated drug was
preincubated with tay peptide VI8 gam oo 4 subjected
to zonal filtration chromatography on a Biogel P.g
column. A fraction of bound EMP co-eluted with the

obtained after chromatography of the second tau pep-
tide V215.G 235 incubated with tritiated EMP (Fig. 5B),
Studies with the tay peptide V*¥0.G27 14 b show
interaction of EMP with this third tay repeat, peptide
which has beep also shown 1o have a a poor effect on
inducing tubulip assembly [15,17).

It is worth pointing out that several experiments
using the original non-phosphorylated drug EM re.
vedled that free [ “H]estramustine does not interact at
all with either tau peptide (data not shown). This
observation was corroborated by experiments on the

__
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effect of EM on MAP-induced microtubule assembly.
Actuaily, when EM was assuyed on the system in which
tubulin assembly.is induced by the tau peptide it failed
to produce inhibition of polymerization and to disas-
semble preformed microtubules. This drug has been
shown to interact with MAP-1 and MAP-2 [26,27], and
did not inhibit formation of microtubules induced by
the peptide V'*¥-G™" (Fig. 6A). Furthermore, EM did
not affect at all the minimal concentration for the
assembly (Fig. 6B). Furthermore, extrapolation to the
polymer coordinate in the plot of Fig. 6B {40] indicate
that there is no significant change in the critical con-
centration (C,) for tau-peptide-induced assembly in the
presence of EM.

Discussion

The studies were oriented t0 elucidate the estramus-
tine-phosphate binding domains on MAP-2 and tau.
On the basis of recent information on the functional
sites involved in the protein interactions between tubu-
jin and MAPs, we analyzed the effects of the drug on
the binding of the synthetic tubulin peptide B-11(422-
434) to MAP-2. It is evident from the Airfuge binding
experiment of Fig. 1, and the comparison of the elution
profiles obtained after zonal chromatography in the
absence and the presence of EMP, that the drug inter-
feres with the interaction between the site-specific
tubulin peptide and MAP-2. Small zone chromatog-
raphy has proven to be a useful approach to analvze
the interaction of tubulin fragments with different
MAPs [20,38]. Furthermor¢, the double reciprocal plot
derived from the statistical binding of B-11(422-434),
indicates that EMP competes with the tubulin frag-
ment for the binding to the microtubule-associated-
protein MAP-2, These studies suggest the interaction
of EMP with a domain on MAP-2 responsible for its
binding to tubulin.

Another line of studies indicated that MAP-tubulin
interaction is mediated by both electrostatic and con-
formational effects, and that 2 cationic moiety present
in MAP-2 and tau interacts with amino acid residues
within the C-terminal domain of tubulin isoforms
{10,41]. Thus, it is Jikely that EMP may interact with
basic amino acid residues in the cationic segment of
the tubulin binding domain on MAP-2, and possibly on
tau. In addition, previous studies demonstrated the
interaction of EMP with the native tau protein and the
tubulin binding fragment on MAP-2 {29.42].

Therefore. the effect of EMP on tubulin assembly
driven by tau peptides containing the repetitive se-
quences Wwas analyzed. These peptides define se-
quences that also exist on MAP-2 binding domains
[13-16.43]. The data shows that the drug interieres
with peptide-induced microtubule assembly. an effect
which may be mediated by EMP interference with the

productive interaction between tau peptides and t
lin leading to polymer assembly. 1t has been shown
the action of tau peptides in inducing tubulin asse
follows a lincar dependence with the peptide con
tration [15], and that stoichiometrically higher amo
of tau peptide in respect 10 tubulin were require
reach 2 significant level of polymerization. The eff
of EMP at concentrations below those used for
peptide to induce assembly may refiect the bindin
EMP to several molecules of the same tau pep
sequence, possibly by inducing aggregation as
denced from Fig. 5. The results on the assembly exp
ments were thus confirmed at the level of elec
microscopy, where filamentous structures and inc
plete microtubules were observed after assembly in.
presence of EMP. Since EMP does not interact
tubulin [29], the results strongly suggest that E
could interact with MAP domains at the level of t
repetitive sequences. Further demonstration of
hypothesis was obtained from the Bio-Gel pP-6 z
chromatographic experiments of Fig. 6 which indica
direct interaction between EMP and the peptides ¢
taining the first two sequences found in the repea
tandem within the conserved regions in both tau
MAP-2 {13-15].

On the other hand, estramustine, the non-phosp
rylated conjugate of estradiol and nor-nitrogen
tard, failed to inhibit tau peptide-induced tubulin
sembly. In addition, EM did not affect preassemb
microtubules. These findings agree with previous
servations on a lesser specificity of the interaction
EM with microtubular components as compared
EMP [29]. The phosphorylated drug EMP inter
with at least two sites on tau [39] and with 5-6 sites
MAP-2 with a dissociation constant of 20 pM [
However, it has been reported that the non-phosp
rylated drug EM binds mainly to the high-molecul
weight components MAP-1 and MAP-2 [26]. Th
observations taken together with the findings on
interaction of the EMP derivative with the repetit
domain on MAP-2, suggest that EM and EMP
bind to different domains on MAPs. The present d
also suggest that the the negatively charged phosph
moiety could be critical for the selective interaction
EMP with the functional domain on MAPs. This inf
mation however, does not allow predictions on
possible sites on MAPs for EM interaction. The mot
ular nature of this drug suggests that a hydropho
domain on MAPs rather than the cation
microtubule-binding moiety might be involved in t
interaction of EM with MAPs. Thus, the phospha
moiety of EMP seems to be of importance for
MAPs-dependent effect, since only negatively charg
estradiol-mustard derivatives have such-an effect, su
gesting the functional role of a negatively charg!
substituent at positions 17 on the estrogen moiety [3

L//////




On the contriary. both the non-charged EM and a
positively charged deriviitive do not affect the tubulin-
MAPs interactions [39].
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