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RESUMEN

Todas las células eucaridticas poseen un citoesqueleto microtubular el cual
participa en una amplia variedad de funciones celulares. Los cambios de organizacién
intracelular de los microtubulos (MTs) son regulados por un conjunto de sefiales
moleculares, entre las cuales se destacan las interacciones proteina-proteina entre- la
tubulina y las protefnas asociadas a microtibulos (MAPs). En la biisqueda de nuevas
MAPs que regulen las actividades del citoesqueleto, logramos identificar una proteina
en D. melanogaster a la cual denominamos DMAP-85 (Cambiazo y cols., 1995). En la
presente Tesis se ha abordado la caractefizacién de las propiedades estructurales y
funcionales de DMAP-85. Este estudio comprende un anélisis de la estructura primaria
de esta proteina y de los dominios de interaccién entre DMAP-85 y los MTs. Ademis y
con ¢l propésito de evaluar funciones especificas de DMAP-85, realizamos un analisis
de la distribucion subcelular de esta profeina y de su relacion con el citoesqueleto
durante el desarrollo embrionario de D. melanogaster.

DMAP-85, fue aislada de embriones, larvas y adultos de D. melanogaster como
una proteina capaz de asociarse a MTs estabilizados con taxol. Los anélisis bioquimicos
de esta proteina indican que DMAP-85 inicia y promueve la polimerizacién de tubulina
in vitro, a través de su interaccién con dominios expuestos de los MTs, especificamente,
con motivos de unién a MAPs presentes en el extremo C-terminal de la B-tubulina.
Estas propiedades, sugieren que una de las funciones de DMAP-85 seria regular Ia
dindmica del ensamblaje de los MTs in vivo. Con el propésito de caracterizar la
estructura molecular de DMAP-85 se aislaron y secuenciaron clones de ¢cDNA, de D.
melanogaster, que codifican para esta proteina. La secuencia aminoacidica deducida
para DMAP-85 corresponde a un polipéptido de 740 aminodcidos, con un peso
molecular estimado de 83,4 kDa. DMAP-85 es una proteina hidrofilica con un pI
estimado de 10,1 y sobre la base de su distribucién de cargas puede ser dividida en: un
dominio N-terminal acidico y un dominio C-terminal basico. Si bien esta distribucion de
cargas es caracteristica de la mayoria de las MAPs, DMAP-85 no presenta similitud con




otras MAPs de secuencia conocida. Utilizando proteinas recombinantes truncadas fue
posible definir una region de 272 residuos, que es necesaria para la unién de DMAP-85
a MTs. La secuencia aminoacidica de esta region no comparte similitud con otros
dominios de union a MTs previamente descritos. La busqueda de sitios y patrones
biolégicamente relevantes, en la estructura primaria de DMAP-85, indicé que ésta
contiene secuencias de consenso de fosforilacién para la actividad de protefnas quinasas
del tipo serina/treonina y un dominio significativamente similar al dominio de unién a
microfilamentos de actina (MFs), presente en a-espectrina y en a-actinina. Andlisis de
Northern blots, sefialan la presencia de un tnico transcrito de 2,8 Kb en todos los
estados del ciclo de vida de D. melanogaster, indicando que no existirian variantes de
éste generadas por corte y empalme alternativo. Hibridaciones mediante Southern blots
¢ hibridaciones ir situ en cromosomas politénicos indican que DMAP-835 es codificada
por un gen que se encuentra como una copia Unica en el genoma de D. melanogaster y
definen su localizacién cromosdmica en la regién 63C.

El estudio de la localizacién subcelular de DMAP-85 sefiala que esta proteina
experimenta cambios en sus patrones de interaccién con los diferentes componentes del
citoesqueleto (MTs y MFs). Durante los primeros estados de desarrollo embrionario,
DMAP-85 no se relaciona espacialmente con MTs, sin embargo codistribuye con MFs
en dominios corticales. Experimentos in vitro confirman la interaccién entre DMAP-85
y filamentos de actina. Durante la gastrulacién DMAP-85 cambia su distribucién
espacial, colocalizando con MTs de interfase, y en estados embrionarios posteriores,
DMAP-85 se localiza en el cordén nervioso ventral donde codistribuye con MTs
axonales.

En conjunto, los resultados obtenidos durante esta Tesis indican que DMAP-85
es una proteina que participa en la organizacion y dindmica del citoesqueleto
microtubular. DMAP-85 es la primera MAP descrita en D. melanogaster que presenta
un comportamiento funcional equivalente al propuesto para MAPs de mamiferos y por
lo tanto constituye una excelente herramienta para evaluar in vivo el papel regulador de

las proteinas asociadas a microtitbulos.



ABSTRACT

Microtubules (MTs) are essential ceflular organelles that are involved in a wide
variety of functions within the cytoplasm of eukaryotic cell. The integrity and
intracellular organization of the microtubule network seem to be modulated by a set of
fine molecular signals involving protein-to-protein interactions at the level of tubulin
and microtubule-associated proteins (MAPs). JIn a search for new MAPs that regulate
cytoskeletal activities, we identified a novel protein from D. melanogaster, which was
named as DMAP-85 (Cambiazo y cols., 1995). In this Thesis, structural and functional
properties of DMAP-85 have been addressed. We have studied the primary structure of
this protein and the protein domains that are responsible of DMAP-85 interaction with
MTs. With the aim to evaluate specific functions of DMAP-85, we have also analyzed
its subcellular distribution and its relationships with other cytoskeletal components
during embryonic development.

DMAP-85 has been isolated from embryos, larvae and adults of D. melanogaster
based on its capacity to interact with taxol stabilized MTs. Biochemical analyses of the
protein indicate that DMAP-85 initiates and promotes tubulin assembly in a
concentration dependent manner. DMAP-85 interacts with domains that are exposed in
the MTs lattice. Specifically, DMAP-85 binds to MAPs-binding motifs on p-tubulin.
Based on DMAP-85 properties we proposed that it might function to regulate MTs
assembly dynamics in vivo. To characterize the molecular structure of DMAP-85, we
isolated and sequenced D. melanogaster cDNA clones coding for this protein. The
predicted DMAP-85 amino acid sequence reveals a polypeptide of 740 residues with a
calculated molecular weight of 83.4 kDa. DMAP-85 is a hydrophilic protein with a
estimated pl of 10,1. On the basis of charge distribution, DMAP-85 can be divided into
two distinctive domains; the N-terminal acidic region and the C-terminal basic domain.
This charge distribution is typical of many MAPs, but no significant homology has been
detected with any known MAPs. Using truncated forms of recombinant DMAP-85, a
272-amino acid region could be defined that is necessary for microtubule binding. The




amino acid sequence of this region shares no similarity with previously described MTs-
binding domains. A search for biologically relevant motifs in DMAP-85 revealed
several serine/threonine kinase target sequences, and an N-terminal motif homologous
to sequences found in a number of actin-binding proteins. A single transcript of
approximately 2,8 Kb was detected in all stages of D. melanogaster life cycle. In
addition, Southern blot analysis of genomic DNA indicates that the sequence is likely to
be a single copy gene in the D. melanogaster genome. In support of this, in situ
hybridization of DMAP-85 cDNA to polytene chromosome reveals a single site in the
genome, located at 63C.

The analyses of subcellular distribution of DMAP-85 suggest that the interaction
patterns of this protein with cytoskeletal components can be modified during embryonic
development. During early embryonic stages, DMAP-85 does not associate with MTs;
instead it codistributes with MFs at cortical domains. In this context, in vitro assays
have demonstrated an interaction between DMAP-85 and MFs. During gastrulation,
DMAP-85 changes its spatial distribution to co-localize with interphase MTs. During
later embryonic stages, DMAP-85 is localized to the ventral nerve cord where it co-
distributes with axonal MTs.

In sumnmary, DMAP-85 is a2 new MAP that participates in the dynamic
organization of microtubular cytoskeleton. DMAP-85 is the first D. melanogaster MAP
functionally related to mammalian MAPs. Thus, DMAP-85 seems to be an excellent
tool to evaluate the in vivo regulatory roles of MAPs,




INTRODUCCION

La estructura e integridad del citoplasma en las células de los eucariontes
depende del ensamblaje y la organizacién de una red tridimensional de filamentos, la
cual incluye: microtibulos (MTs), microfilamentos de actina (MFs) y filamentos
intermedios. Estos polimeros estdn entrelazados por interacciones macromoleculares
dindmicas que determinan la formacion de un citoesqueleto, el cual se encuentra
directamente involucrado en una amplia variedad de finciones que son esenciales para
la célula.

Las funciones de la célula, incluyendo las funciones del citoesqueleto, emergen
como la suma de los efectos de miiltiples interacciones entre proteinas o entre proteinas
y pequeiios ligandos. Cuando se considera la naturaleza de las asociaciones que ocurren
entre las proteinas que conforman el citoesqueleto, surgen dos preguntas: jcémo
contribuye el ensamblaje de los polimeros que forman el citoesqueleto a la
estructuracioén del citoplasma? y, jcomo se regula esta estructura en respuesta a las
diferentes necesidades funcionales de Ia célula?.

Las interacciones proteina-protefna, parecen ser un elemento clave en la
regulacién de los procesos de estructuracién y organizacién del citoesqueleto. Estas
interacciones entre proteinas incluyen: Asociaciones homélogas, por ejemplo aquellas
que ocurren entre los dimeros de tubulina en ¢l ensamblaje de los microtitbulos (MTs)
y asociaciones heterélogas, como en el caso de las interacciones entre MTs y sus
profeinas asociadas (MAPs). Este segundo tipo de interacciones es de fundamental
importancia no sélo para la manutenencia de la estructura del citoesqueleto, sino
también para la regulacién de su ensamblaje y de los patrones de interaccién que se
establecen entre sus diferentes componentes. Estos procesos, en su conjunto, permiten
una coordinacidn dinimica de los elementos del citoesqueleto, Ia cual define la
adquisicién de diferentes patrones de organizacién, en respuesta a las demandas
funcionales de Ia célula (Maccioni y Cambiazo, 1995).




L El citoesqueleto microtubular

Los MTs son componentes esenciales del citoesqueleto de las células
eucaridticas y como tales participan en una gran diversidad de funciones bioldgicas,
entre ellas: divisién celular, movilidad, transporte intracelular y manutenencia de la
arquitectura celular. Los MTs son componentes mayoritarios de estructuras muy
estables como los cilios y flagelos y también de estructuras transitorias, como los husos
mitdticos. Los MTs son estructuras cilindricas huecas de 25 nm de dimetro y largo
variable, compuestas principalmente por heterodimeros de o,B-tubulina (Weisenberg y
cols., 1968). Los heterodimeros, se ensamblan entre si en una orientacién cabeza-cola
para formar trece protofilamentos lineales que se asocian lateralmente constituyendo la
pared de estos polimeros (Evans y cols., 1985).

El heterodimero de tubulina esta formado a su vez por la interaccién no
covalente de subunidades de o y B tubulinas de 55 kDa (Luduefia y Woodward, 1973).
Ambos mondémeros se encuentran codificados por familiag multigénicas y el
conocimiento de sus secuencias aminoacidicas, ha demostrado un alto grado de
conservacién de las subunidades o y B en especies filogenéticamente distantes (Burns,
1991). Si bien la conservacion evolutiva es alta, existe evidencia de una notable
heterogeneidad de las tubulinas, de manera que la mayoria de los tejidos contienen
numerosas variantes de o y B tubulinas. Esta heterogeneidad surge de la existencia de
miltiples genes que codifican para las subunidades o y B y de modificaciones post-
traduccionales de éstas. La divergencia entre los diferentes isotipos de tubulinas de una
especie varia entre 4 y 16% y la mayor parte de esta divergencia ocurre en el extremo
C-terminal de la proteina (Burns, 1991). La significacién funcional de Ia existencia de
multiples copias de genes para Ias tubulinas no es evidente. Raff (1984), discute dos
posibilidades: (1) Si bien todos los isotipos de tubulinas son similares y pueden
copolimerizar formando MTs funcionales, cada tubulina posee propiedades ligeramente
diferentes que le confieren una cierta diversided funcional; y (2) Las familias
multigénicas surgen de la necesidad de una regulacién diferencial, por ejemplo: el

control temporal y espacial de los niveles de tubulina. Aun cuando existirian isotipos de




tubulinas que parecen ser funcionalmente especializados, por ejemplo el isotipo B2 de
D. melanogaster (Hoyle y Raff, 1990), la evidencia indica que tanto en invertebrados
como en vertebrados, los isotipos de tubulinas son intercambiables entre si vy
funcionalmente equivalentes (Lopata y Cleveland, 1987; Joshi y cols., 1987). Esto
significa que los isotipos individuales no segregan en subpoblaciones de MTs con
funciones especificas, y asi mismo que no existe diferencias en la capacidad de Ios
isotipos de tubulina para ensamblar MTSs in vitro o in vivo. Estas observaciones han
llevado a proponer la hipétesis de que la informacioén que define la diversidad funcional
de los MTs no reside en la tubulina, sino en componentes citoplasmaticos que se
asocian a los MTs, particularmente en el grupo de proteinas denominadas MAPs.

Un grado adicional de heterogeneidad en las tubulinas es generado a través de
modificaciones post-traduccionales, las cuales incluyen: acetilacién de o-tubulina
(Greer y cols., 1985), detirosinacion y tirosinacién de a-tubulina (Barra y cols., 1988),
poliglutamilacién (Edde y cols., 1990), fosforilacién (Diaz-Nido y cols., 1990) y
glicacién (Redeker y cols., 1994) de o y B-tubulinas. Tanto la acefilacién como la
detirosinacion de a-tubulinas ocurren concomitantemente con un aumento en la
estabilidad de los MTs, lo cual se traduce en un aumento de la vida media de estos
polimeros (Kreis, 1987; Webster y Borisy, 1989). De esta manera, las tubulinas
acetiladas estdn ausentes del huso mitético pero se encuenfran enriquecidas en
subpoblaciones de MTs de interfase, en MTs neuronales, en cuerpos basales y en el
axonema del flagelo (Maruta y cols., 1987; Piperno y cols., 1987). In vitro, estas
modificaciones post-traduccionales no afectan la cinética de ensamblaje-desensamblaje
de los MTs o la velocidad de recambio de éstos, lo cual sugiere que otros mecanismos
deben ser los responsables de este aumento en Ia estabilidad de los MTs (Maruta y cols.,
1987; Schulze y cols., 1987). Un aumento en el contenido de tubulinas modificadas
puede ser explicado por el hecho de que los MTs persisten el tiempo suficiente para
permitir la accién de enzimas que modifican las tubulinas incorporadas en estos
polimeros, pero no las tubulinas libres (Kumar y Flavin, 1981; Black y cols., 1989).
Acetilaciones y detirosinaciones pueden ser marcadores bioquimicos de estabilidad y
algunas de las MAPs pueden unirse especificamente a los MTs que presenten estas




modificaciones, haciendo posible que cumplan funciones especificas de MTs estables.

La tubulina es uma proteina fuertemente polianionica, que contiene una
proporcion inusualmente alta de residuos acidicos en su extremo C-terminal (Burns,
1991). Estudios de proteolisis limitada, utilizando subtilisina han revelado que el
extremo C-terminal regula la polimerizacién de los heterodimeros de tubulina y la unién
de las MAPs (Serrano y cols., 1984; Bhattacharyya y cols., 1985; Vera y cols., 1989).
Un analisis de la interaccion selectiva de MAPs con tubulina ha permitido identificar
dominios especificos, responsables de esta interaccién (Maccioni y cols, 1986;
Maccioni y cols., 1988; Vera y cols., 1988; Rivas y cols., 1988; Rivas-Berrios y cols.,
1990, Farias y cols, 1991; Cross y cols., 1991). Dos péptidos sintéticos, que representan
secuencias de la regién mas conservada del extremo C-terminal de tubulina: o(430-
441). KDYEEVGVDSVE y B(422-424). YQQYQDATADEQG, se unen selectivamente a
MAP-2 y tau. Estas secuencias del dominio C-terminal de tubulina serfan parte de los
dominios de esta proteina involucrados en la interaccién con MAPs (Maccioni y cols.,
1988; 1989). La interaccién de los péptidos a(430-441) y p(422-424) con MAPs ha sido
confirmada a través de criterios inmunolégicos. En el suero de conejos inmunizados con
estos péptidos, se encontrdé que &ste contenia no sélo anticuerpos anti-tubulina, sino
también anticuerpos anti-idiotipicos que reconocen el sitio de unién de las MAPs a la
tubulina (Rivas y cols., 1988; Rivas-Berrios y cols., 1990).

In vitro , los microtitbulos se ensamblan a partir de heterodimeros de tubulina, a
37°C, en presencia de GTP, iones Mg**, EGTA y MAPs u ofros compuestos que
promueven ¢l ensamblaje, como por ejemplo, glicerol, DMSO, taxol, etc. (Weisenberg,
1972; De Brabander y cols., 1981; Maccioni y cols., 1987). El ensamblaje de
microtibulos requiere GTP (Weisenberg y cols., 1976; Maccioni y Seeds, 1977; Melki
y cols., 1990) y se han descrito dos sitios de unién de GTP en la tubulina dimérica, el
GTP unido a a-tubulina (sitio N) que parece tener un papel estructural y no puede ser
intercambiado, mientras que el GTP unido 2 la B-tubulina (sitio E) es intercambiable
con GTP en solucién. EI GTP debe estar unido el sitio E para que ocurra el ensamblaje
y es hidrolizado después de la incorporacion del heterodimero de tubulina al

microtibulo en crecimiento (Carlier y cols., 1989). El ensamblaje, no requiere de la




hidrdlisis del GTP, sin embargo, ésta es requerida para la disociacion de los dimeros de
tubulina (Erickson y O'Brien, 1992; Hyman y cols., 1992).

El ensamblaje de los MTs consta de dos fases: nucleacion y elongacién (Dustin,
1984). El proceso de nucleacién, in vitro, requiere de la formacién de oligémeros de
tubulina, suficientemente estables para permitir su subsecuente elongacion. In vivo, la
nucleacién de los MTs ocurre en centros organizadores de MTs (MTOC). El MTOC
mejor estudiado es el centrosoma, que es responsable de la formacién del citoesqueleto
microtubular en las células eucaribticas en interfase, y del huso mitético durante la
division celular (Kellog, 1994, Stearns y Winey, 1997). Estudios recientes han revelado
que en centrosomas de D. melanogaster y Xenopus, los MTs nuclean a partir de anillos
conteniendo y-tubulina, la cual a diferencia de las o y B-tubulinas no se incorpora en
MTs, sino que se localiza principalmente en el centrosoma de todos los eucariotes
estudiados hasta la fecha (Kellogg, 1994; Steamns and Kirschner, 1994). La evidencia
indica que complejos proteicos, en forma de anillos, conteniendo y-tubulina (yTuRC),
actuarian como templado para la nucleacién de los MTs en el centrosoma (Zheng y
cols., 1995; Moritz y cols., 19953, b).

Una de las caracteristicas méds prominentes de los MTs, es que son polimeros
dindmicos, es decir, existe un intercambio répido de subunidades entre los polimeros y
el conjunto de la tubulina soluble. Esta caracteristica es especialmente importante para
la reorganizacion del sistema microtubular durante las transiciones interfase-mitosis y
durante el movimiento celular. Sin embargo, los MTs son estructuras dindmicas atm en
ausencia de una reorganizacién del sistema, y la vida media de la mayoria de los MTs
en células en cultivo es sélo de unos pocos minutos. Mitchinson y Kirschner (1984, b),
demostraron que los MTs existen en un equilibrio dindmico con las subunidades de
tubulina, creciendo y acortdndose por la adicién o pérdida de dimeros de tubulina desde
ambos extremos. Los MTs individuales presentan transiciones estocésticas entre fases
de crecimiento lento y acortamiento rdpido, una propiedad de los MTs denominada
inestabilidad dindmica. El estado de equilibrio para una poblacién de MTs se alcanza
cuando el crecimiento de un grupo de MTs es compensado por la despolimerizacién de
otro grupo, mientras que para cada MT individual el equilibrio parece que nunca se




obtiene. La dindmica microtubular puede ser definida por una serie de parametros, entre
ellos: velocidad de crecimiento, de acortamiento y frecuencias de transiciones
(catastrofes o rescates), los cuales determinan la fraccién de tubulina presente como
polimero y la tasa de recambio polimero-dimero (Mitchinson y Kirschner, 1984ab;
Kirschner y Mitchinson, 1986; Walker y cols., 1988). Este comportamiento de los MTs,
ha sido también observado in vivo (Sammack y cols., 1988; Cassimeris y cols., 1988;
Shelden y Wadsworth, 1993). Sin embargo, en la célula, el comportamiento de los MTs
parece corresponder a una superposicién entre el proceso estocdstico descrito por la
teoria de la inestabilidad dinimica y la accién de factores reguladores, incluyendo
MAPs y modificaciones post-traduccionales de las tubulinas (Schulze y Kirschner,
1988; Dreschel y cols., 1992). '

IL Proteinas asociadas a microtibulos

El control apropiado de la dindmica microtubular es esencial para preservar la
organizacion de los MTs en la célula y para su adecuado funcionamiento en diversos
procesos celulares. Entre los elementos celulares que modularian la dinamica
microtubular, los mejor caracterizados son las MAPs. Tradicionalmente, las MAPs han
sido aisladas de sistema nervioso e identificadas por su capacidad de copurificar con
tubulina y de promover el ensamblaje de tubulina in vitro (Lee, 1993). Las MAPs
neuronales incluyen a la familia de proteinas de alto peso molecular, MAP-1A, MAP-
1B, MAP-2 (Murphy y Borisy, 1975; Bloom y cols., 1985) y proteinas de peso
molecular intermedio, denominadas tau (Weingarten y cols, 1975; Lee y cols., 1988).
En general se ha observado que las MAPs se unen con gran afinidad a la tubulina e
inducen su polimerizacién in vitro, reduciendo la concentracién critica de tubulina y
aumentando su velocidad de polimerizacién (Sloboda y cols., 1976; Murphy vy cols.,
1977, Seeds y Maccioni, 1978) (Figura 1). Ademsas de inducir Ia polimerizacién de
MTs, las MAPs también participan en la formacion de puentes moleculares que unen a

los microtibulos con otros componentes del citoesqueleto (Selden y Pollard, 1983;
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Cross y cols., 1993; Pedrotti y cols., 1994). Estudios in vitro de inestabilidad dindmica,
han demostrado que las MAPs estabilizan los MTs, al disminuir la frecuencia de
catastrofes y aumentar la frecuencia de rescates, lo cual se traduce en un aumento neto
del nivel de tubulina polimerizada (Hirokawa, 1994). Experimentos in vivo, de
expresion de MAP-2 y tau (Kanai y cols., 1989; Knops y cols., 1991; Lee y Rook, 1992;
Weisshaar y cols., 1992, Kaech y cols., 1996) o de eliminacién de estas proteinas,
mediante el uso de sondas antisentido (Caceres y cols., 1990; 1992) en células en
cultivo, indican que las MAPs funcionarian en la estabilizacién y en la organizacién
microtubular durante la neuritogénesis. Recientemente, Kaech y cols. (1996), han
propuesto que el efecto de MAPs neuronales, no radica en una supresion de la dindmica
microtubular, sino en un cambio en la probabilidad relativa de crecimiento versus
acortamiento de los MTs, lo cual proporciona una base molecular para la plasticidad
morfoldgica observada durante la diferenciacién neuronal.

Las MAPs son moléculas polares que presentan dominios acidicos y basicos en
su estructura primaria. En el caso de MAP-2, MAP-4 y tau, el dominio C-terminal
basico corresponde a la regién responsable de su unién a tubulina. El anilisis de las
secuencias aminoacidicas de estas MAPs ha revelado la existencia de tres secuencias
repetitivas conservadas de 18 aminodcidos (Lewis y cols., 1988; Lee y cols., 1990), las
cuales constituyen motivos comunes de uni6n a tubulina (Maccioni y cols., 1988; 1989).
* Estos resultados permiten postular la existencia de una familia de proteinas relacionadas
que comparten secuencias comunes en el dmbito de sus dominios de interaccién con
tubulina. Un segundo dominio de unién a tubulina fue identificado en la regién C-
terminal de MAP-1B, el cual contiene las secuencias KKEE o KKE(I/V) repetidas 19
veces. Este dominio no presenta una relacién estructural con la regién de unién a
tubulina de tau y MAP-2 si bien al igual que &stas presenta una carga neta positiva y
elementos repetitivos (Noble y cols., 1989). Considerando, las demandas impuestas por
un citoesqueleto microtubular altamente dinimico, la capacidad funcional de las MAPs
puede ser incrementada mediante la existencia de isoformas y modificaciones post-
traduccionales. Un nimero de estudios ha revelado que la expresion de las isoformas de

MAPs es regulada durante el desarrollo y en algunos casos estas isoformas son el
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Figura 1: MODELO DE LA ASOCIACION DE MAPS AL SISTEMA
TUBULINA/MTs. Durante la etapa de nucleacién, las MAPs interactiian a través de sus
dominios de unién con los dimeros de o, B-tubulina para generar semillas de tubulina
oligomérica. Luego de esta etapa, el polimero crece por la adicién de subunidades a ambos
extremos o se acorta por la pérdida de éstas, a través de un proceso denominado
imestabilidad dindmica (Mitchinson y Kirschner, 1984), Las MAPs se vnen a los MTs,
aumentan su estabilidad y favorecen su ensamblaje, a través de una disminuncién de la
dindmica microtubular. Durante este proceso, las MAPs disminuyen la frecuencia de las
transiciones entre fases de crecimiento y acortamiento de los MTs, lo cual se traduce en un
crecimiento neto de estos polimeros. E: ensamblaje, D: desensamblaje.
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resultado de procesos de empalme diferencial (Doll y cols., 1993; Larcher y cols.,
1992). Por otro lado, experimentos in vitro, han sefialado que la fosforilacién de las
MAPs neuronales reduce su afinidad por los MTs y de esta manera interfiere en su
capacidad estabilizadora (Murthy y Flavin, 1983; Drescshel y cols., 1992; Drewes y
cols., 1995; Illenberger, 1996; Drewes y cols.,1997).

Un segundo grupo de proteinas MAPs, denominadas genéricamente MAP-4, se
encuentra presente en células de origen no neuronal y comparte con MAP-2 y tau
caracteristicas tanto estructurales como funcionales (Bulinski y Borisy, 1979; West y
cols., 1991). Oftras proteinas bien caracterizadas en sistemas no neuronales
corresponden a proteinas que no comparten los criterios clisicos de MAPs y que
interactian en forma transitoria con el sistema de los MTs (Maccioni y Cambiazo,
1995). Ejemplos de estas proteinas son: CLIP-170, una proteina que se une a MTs de
manera dependiente de nucledtidos y sirve como mediadora para la unién de vesiculas
de la via endocitica a estos polimeros (Pierre y cols., 1992), E-MAP-115 que se expresa
en varias lineas celulares epiteliales y se encuentra asociada con subdominios de MTs
perinucleares (Masson y Kreis, 1993) y Mip-90 una proteina que interactia tanto con
MTs como con MFs en varias lineas celulares (Gonzélez y cols., 1995; Gonzilez y
cols., 1998). Para ¢l caso de MAP-4 y CLIP-170, se ha demostrado que su interaccién
con MTs es dependiente del estado de fosforilacion de estas proteinas. Estudios in vitro
indican que MAP-4 desfosforilada, estabiliza MTs, a través de un aumento en las
frecuencias de rescate de estos polimeros y es capaz de formar complejos entre MTs y
p34““/ciclina B, a través de su unién a la ciclina. MAP4 es fosforilada, en el complejo
y esta modificacién afecta su actividad estabilizadora de MTs in vitro (Ookata y cols.,
1995). Estos resultados sugieren que los MTs de interfase serian estabilizados por

'MAPs desfosforiladas, mientras que la fosforilacién de estas proteinas al inicio de la
mitosis disminuiria su afinidad por los MTs y por lo tanto afectaria su efecto
estabilizador sobre estos polimeros.
| Si bien existen numerosas evidencias de la distribucién y Ia bioquimica de las
MAPs, poco se conoce del papel regulador de estas proteinas durante el ensamblaje y el
funcionamiento de los MTs en la célula. El comportamiento de los MTs en la célula, se
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encuentra afectado por la actividad simultdnea de numerosas proteinas, con funciones
probablemente superpuestas, lo cual permitiria entender la ausencia de un efecto
fenotipico en ratones portadores de un knock-out para el gen de Ia proteina tau (Harada
y cols., 1994). Claramente, el conocimiento de las funciones de las MAPs es limitado, la
comprensién de la actividad de las MAPs sobre la dinimica microtubular, requeriria
examinar sus funciones in vitro y extrapolar los resultados a un analisis i vivo. Una
alternativa experimental interesante, consiste en utilizar organismos de - genética
conocida para estudiar aspectos de la dindmica microtubular en la célula y de las
funciones in vivo de las MAPs.

L. El citoesqueleto en D. melanogaster

En los ultimos diez afios, D. melanogaster ha emergido como un importante
sistema experimental para el andlisis de las funciones del citoesqueleto (Fyberg y
Goldstein, 1990; Schejter y Wieschaus, 1993a). Entre las razones que han llevado a
utilizar a este organismo para estudiar aspectos de la biologia del citoesqueleto, se
pueden destacar las siguientes: (1) D. melanogaster, es un modelo animal ampliamente
estudiado en el cual es posible integrar observaciones, aparentemente no relacionadas,
del citoesqueleto y de sus componentes, las que pueden conducir a teorias
comprensibles de sus funciones in vivo, y (2) D. melanogaster es un excelente sistema
para disecar la estructura y la funcién de complejos macromoleculares usando métodos
de genctica molecular. La genética molecular de D. melanogaster permite alterar
componentes individuales del citoesqueleto para observar las consecuencias de esa
perturbacidn y asi definir su funcién in vivo.

En relacién con los componentes del citoesqueleto de D. melanogaster, se han
descrito seis isoformas de actina con diversos patrones de distribucién temporal y .
espacial (Fyrberg y cols., 1981). Las isoformas de actina son codificadas por una familia
multigénica (Fyrberg y cols., 1980), cada isoforma tiene una secuencia primaria tnica,

pero son similares a las secuencias de actinas no-musculares de vertebrados (Fyrberg y
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cols., 1981). La presencia de filamentos intermedios ha sido descrita en D.
melanogaster, sin embargo la evidencia se limita a un andlisis de reactividad cruzada
con anticuerpos que reconocen estos filamentos en vertebrados (Cervera y cols., 1987;
Marco y cols., 1987). La caracterizacién de las tubulinas de D. melanogaster ha
revelado que o~ y B-tubulinas son codificadas por familias multigénicas de cuatro
miembros, siendo los productos de cada familia significativamente similares enire ellos
y con tubulinas de otras especies (Rudolph y cols., 1987). La expresién de algunos de
los genes que codifican para o y B-tubulinas esti restringida a determinados tejidos o
bien a estados especificos del desarrollo de D. melanogaster. Asi por ejemplo, el gen
que codifica para od-tubulina es transcrito y traducido exclusivamente durante la
ovogenesis (Theurkauf, 1990), mientras que la B2-tubulina es sintetizada y utilizada
solamente en los testiculos, durante la espermatogénesis (Rudolph y cols., 1987). A
pesar de estas diferencias en la expresién temporal y espacial de algunas isoformas de
tubulina, los isotipos de tubulinas no segregan en diferentes subpoblaciones de MTs. En
D. melanogaster, a semejanza con lo que ocurre en los vertebrados (Maccioni y
Cambiazo, 1995) se ha postulado que la diversidad de funciones que cumple el
citoesqueleto microtubular dependen de la interaccion moduladora de MAPs con los
polimeros de'tubulina (Rudolph y cols., 1987).

III.1. Organizacién del citoesqueleto embrionario de D. melanocaster

Los estudios acerca del citoesqueleto de D. melanogaster, no sélo se han
centrado en la identificacién y caracterizacién de los genes que codifican pama sus
principales componentes, sino que también se ha realizado un esfuerzo significativo
para caracterizar la estructura y organizacién de éste, durante los primeros estados del
desarrollo embrionario de este organismo. Considerando que procesos tales como:
cambios de forma, formacion de dominios celulares y division celular estin
intimamente coordinados con cambios en la organizacién del citoesqueleto y que estos

procesos son especificamente inhibidos por perturbaciones en la estructura de MTs y
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MFs, es claro que el citoesqueleto juega un papel fundamental en la regulacion y
coordinacion de una serie de procesos morfogenéticos durante el desarrollo embrionario
temprano de D. melanogaster (Fyberg y Goldstein, 1990; Schejter y Wieschaus, 1993a;
Suilivan y Theurkauf, 1995; Miller y Kiehart, 1995).

En D. melanogaster, la fertilizacién y la fusion de los pronticleos inician una
serie de trece divisiones mitdticas répidas, llamadas ciclos nucleares, ya que ocurren en
ausencia de citocinesis, Los micleos embrionarios llevan a cabo un programa de
divisiones estereotipadas y de movimientos coordinados durante esta etapa sincicial. La
mayoria de los niicleos, que inicialmente se ubican en el interior del embri6n, migran a
la superficie de éste durante los ciclos nucleares 7 al 10. Los primeros nicleos que
alcanzan el cortex embrionario son los precursores de Ia linea germinal, El resto de Ios
nicleos se dividen cuatro veces mds, en forma sincronizada, poblando la superficie del
embrién con mas de 6000 micleos antes de que ocurra la primera citocinesis. Estos
cuatro ultimos ciclos nucleares son progresivamente més lentos, desde 8 min. para el
ciclo nuclear 10 hasta 21 min. para el ciclo nuclear 13. El estado de desamrollo
comprendido entre los ciclos 10 al 13 es denominado blastodermo sincicial (Figura 3),
para diferenciarlo del blastodermo celular que se forma durante la interfase del ciclo 14
(Figura 4). El periodo de desarrollo que lleva a la formacién del blastodermo celular
tiene una duracién de 2 horas, un tiempo relativamente corto en relacién con la duracién
total del desarrollo embrionario, que es de 24 horas. (Campos-Ortega y Harstenstein,
1985).

Las divisiones nucleares que inician la embriogénesis de D. melanogaster no
requieren de la informacién codificada por el genoma cigético, sino que dependen de
mRNAs maternos. La invaginacién de Ia membrana plasmética para formar el
blastodermo celular, durante el ciclo 14, es el primer evento morfogenético que requiere
de la transcripcion del genoma embrionario (Merril y cols., 1988; Wieschaus y
Sweeton, 1988). El ciclo 14, sefiala también una transicién importante en el control del
ciclo celular, el cual pierde su sincronizacién. Esta divisién mitética presenta un patrén
de distribucion espacial y temporal bien definido y una sincronizacién local, que
conduce a la formacion de miltiples dominios mitéticos (Foe, 1989). Inmediatamente
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después de Ia celularizacién del embrién, comienza la gastrulacion, durante la cual
ocurren los principales movimientos morfogenéticos, invaginacion del mesoderma y del
endoderma y extensién de Ia banda germinal (Campos-Ortega y Harstenstein, 1985).
Durante la gastrulacion y postgastrulacion, tienen lugar otros dos ciclos de divisiones
mit6ticas (Campos-Ortega y Harstenstein, 1985; Edgard y O'Farrell, 1989) que originan
también dominios mitéticos bien definidos (Figura 2).

Los sucesos morfogenéticos que tienen lugar durante el estado de blastodermo
requieren de la interaccion coordinada de los componentes del citoesqueleto, en
particular, de una asociacion funcional entre MTs y MFs (Schejter y Wieschaus, 1993a).
En el estado de blastodermo sincicial, la distribucién uniforme de niicleos en interfase y
de husos mitéticos depende de estructuras citoesqueléticas, las que se forman en cada
divisién nuclear. Durante la interfase de la divisén nuclear 10, los centrosomas se
ubican cerca de cada niicleo en una orientacién apical (hacia la superficie del embrién),
mientras que los MFs corticales se enriquecen alrededor de Ios centrosomas, formando
caps o casquetes, estrechamente asociados con la membrana plasmatica y con los MTs
que emanan desde los centrosomas (Figura 3). Durante la profase, los centrosomas
dirigen la formacion de los husos mit6ticos, mientras que los caps de MFs se
redistribuyen hacia la periferia de los nticleos. Durante la metafase, los MFs de actina,
probablemente a través de la accién de sus protefnas asociadas (ABPs), median la
formacién de invaginaciones transientes de la membrana plasmética, llamadas
pseudotabiques, las cuales delimitan el espacio de los husos mitéticos. Durante Ia
anafase tardia y la telofase los pseudotabiques se retraen y los centrosomas se duplican,
ubicdndose nuevamente en la regién apical En forma simultdnea, los MFs se
reorganizan formando nuevos caps. Este ciclo se repite durante las cuatro divisiones
nucleares que ocurren en la superficie del embrién (Karr y Alberts, 1986).

La transicin desde un blastodermo sincicial a uno celular tiene lugar durente la
interfase de la division 14. La membrana plasmitica se invagina entre los nicleos,
formando una estructura hexagonal de pliegues que subdivide el cortex del embrion,
originando un epitelio de células columnares. Este proceso esta asociado con una rapida
reestructuracion de los componentes del citoesqueleto (Wamn ¥ Robert-Nicoud, 1990;
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Figura 2: DISTRIBUCION DE DOMINIOS MITOTICOS EN UN
EMBRION EN ESTADO DE POST-GASTRULA. Este embrién de estado 7
ha sido tefiido con un anticuerpo anti-tubulina para visualizar los husos
mitéticos, que se concentran en dominios o parches de células que se dividen en
forma sincronizada (dm).
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Figura 3: ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO EN UN BLASTODERMO
SINCICIAL. En (A), una representacién ésquemdtica de un embrién en estado de
blastodermo sincicial, mostrando la distribucién de los micleos en su superficie. (B) y (C)
corresponden 2 representaciones ampliadas e imAgenes de microscopia confocal obtenidas
en dos etapas de un ciclo nuclear. Se puede observar la organizacién del citoesqueleto en
profase (B) y en metafase (C). En (B) los MFs corticales se distribuyen formando caps
sobre los nitcleos y los MTs emanan desde los centresomas. En (C) se estructura 1a red de
MFs asociada a los pseudotabiques y Ios MTs se organizan formando los husos mitéticos.
Las imdgenes corresponden a secciones dpticas de la superficie de embriones, los cuales
fueron procesados para inmunofluorescencia y tefiidos con un anticuerpo anti-actina
(paneles izquierdos) o con un anticuerpo anti-tubulina (paneles derechos). Ant: anterior,
Post: posterior, MFs: microfilamentos de actina, MTs: microtiibulos.
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Young y cols., 1990). Al inicio de la celularizacién los caps de MFs se expanden
lateralmente sobreponiéndose unos con otros. En la regién de sobreposicién los MFs se
organizan en una red hexagonal de actina-miosina, que se mantiene estrechamente unida
a los pliegues de membrana plasmatica, proporcionando una base estructural y
posiblemente la fuerza contréctil para la invaginacién de las membranas (Foe y Alberts,
1983) (Figura 4). Durante la celularizacion, esta red evoluciona formando estructuras
individuales en forma de anillos, en la base,de los pliegues de divisién. Al término de la
celularizacién, la contraccién de estos anillos origina la formacion de las membranas
plasmaticas de la regién basal de las células del blastodermo (Warn y cols., 1990a).
Concomitante con estos cambios en el citoesqueleto de actina, los MTs experimentan
una considerable reorganizacién. A medida que se invaginan Ios pliegues de membrana
plasmitica, los MTs crecen desde los centrosomas, hacia la base de las células,
formando canastos cilindricos que rodean los niicleos y que al parecer son responsables
de su elongacién (Fullilove y Jacobson, 1971; Warn, 1986) (Figura 3). Ademas, durante
la etapa de celularizacidn aparecen por primera vez MTs de interfase conteniendo
tubulinas acetiladas (generalmente asociadas con MTs estables). Debido a que, durante
este periodo, el ciclo celular se hace mas lento, la aparicién de esta forma modificada de
tubulina puede indicar una transicién hacia organizaciones microtubulares de mayor
estabilidad (Foe y Alberts, 1983; Wolf'y cols., 1988). Una vez que Ia celularizacién del
embrién ha terminado, la mayoria de las células de interfase contienen MTs
enriquecidos en tubulinas acetiladas (Wolf'y cols., 1990b).

La informacién acerca de distribucién de componentes del citoesqueleto en
estados posteriores de desarrollo es bastante escasa y se ha centrado en el andlisis de la
distribucién de miosina y espectrina durante Ia gastrulacién. La principal conclusién de
estos estudios es que ambas protefnas se acumulan en la regién supra-apical de las
c€lulas, donde colocalizan con los MFs. Esta acumulacién parece estar relacionada con
los movimientos de internalizacién de Ias capas germinales. De manera que se ha
sugerido que tanto espectrina como miosina son responsables de la reorganizacién y del
cambio de forma celular que acompafian a estos movimientos (Pesacreta y cols., 1989;

Young y cols., 1990). En conjunto, estas observaciones apoyan la hipdtesis de que el
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Figura 4: ORGANIZACION DEL CITOESQUELETO EN UN BLASTODERMO
CELULAR. (A) corresponde a una representacién esquemética de un embri6n durante la
interfase del ciclo 14. (B) es una representacién ampliada, indicando los principales
componentes del citoesqueleto y su organizacion en este estado. Los MFs forman wmza red
que se mantiene asociada a los pliegues de membrana plasmética, mientras que los MTs
emanan desde los centrosomas y se extienden hacia la regién basal de las células,
envolviendo a los miicleos. Las imégenes corresponden a secciones opticas de la superficie
de los embriones, los cuales fueron procesados para inmunofluorescencia y tefiidos con un
anticuerpo anti-actina (panel izquierdo) o con un anticuerpo anti-tabulina (panel derecho).
Ant: anterior, Post: posterior, MFs; microfilamentos de actina, MTs; microtiibulos.
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citoplasma del embridn de D. melanogaster se encuentra organizado e integrado por
elementos del citoesqueleto y demuestran que los eventos definidos por la embriologia

clésica ocurren concomitantemente con alteraciones din&micas del citoesqueleto.

IV. Proteinas asociadas al citoesqueleto en D. melanogaster

En general, los anlisis de las proteinas asociadas al citoesqueleto embrionario
se han limitado a los estados de blastodermo sincicial y celular, las razones para esto
parecen residir en: (1) Ia distribucién de MTs y MFs se encuentra morfolégicamente
bien caracterizada; y (2) durante estos estados de desarrollo es posible apreciar una clara
interdependencia en la organizacion espacial de MFs y MTs (Karr y Alberts, 1986). En
relacion con esto tiltimo, se ha descrito que la formacién de los caps y de la red de MFs
asociada a los pseudotabiques, dependen de 1a posicién de los centrosomas. Del mismo
modo, la integridad de los husos mitéticos depende de la presencia de MFs en los
pseudotabiques (Schejter y Wieschaus, 1993a; Miller, 1997). Por ejemplo, blastodermos
sinciciales tratados con drogas despolimerizantes de microtiibulos (Warn y cols., 1987)
o con bajas temperaturas (Callaini y cols., 1989; Calliani y Marchini, 1989),
experimentan un colapso de los centrosomas y los caps de MFs dejan de formarse,
sugiriendo la necesidad de una interaccién continua entre MTs astrales/centrosomas yel
citoesqueleto cortical de actina (Calliani y Riparbelli, 1993). No se conocen los
mecanismos que median las interacciones entre los MTs y los MFs, sin embargo, se ha
postulado la existencia de elementos que directa o indirectamente conecten estos dos
componentes del citoesqueleto. Mediante estrategias bioquimicas y genéticas se han
identificado diversos elémentos que participan en la estructuracién y/o en los cambios
de organizacién que experimentan los MTs y los MFs, esto ha permitido sugerir que las
proteinas asociadas a los componentes del citoesqueleto actiian al menos en dos niveles
para regular la organizacién del citoesqueleto embrionario. El primero tiene relacién
con su presencia en la matriz centrosomal y el segundo involucra su interaccién con la

red de MFs y MTs.
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IV.1 Proteinas asociadas a MFs

La presencia de varias proteinas que se asocian con los MFs (ABPs) ha sido
descrita en blastodermos sinciciales de D. melanogaster, entre ellas miosina yayB-
espectrinas cuyas secuencias son similares a sus contrapartes identificadas en
vertebrados. La miosina citoplasmatica (tipo II) colocaliza con los pseudotabiques de
MFs durante los estados de blastodermo sincicial y celular (Young y cols,, 1991) y
posteriormente se concentra en el borde apical de las células en el frente de migracion
de las capas germinales (Young y cols., 1993), En ambos casos, su funcién se encuentra
relacionada con la contraccién del margen apical de las células durante la citocinesis y
la migracion celular. o y B-espectrinas codistribuyen con MFs en los caps 'y en los
pseudotabiques durante el estado de blastodermo. Durante Ia gastrulacién a-espectrina
se acumula especificamente en las células superficiales del embrién y posteriormente se
distribuye uniformemente en todas las células, donde se encuentra asociada al
citoesqueleto cortical de actina (Pesacreta y cols., 1989). Recientemente, se han
identificado varias ABPs, mediante cromatografias de afinidad con MFs (Miller y
Alberts, 1989; Miller y cols., 1991). Estas ABPs fueron agrupadas en clases, cuyos
miembros se asocian diferencialmente con los MFs presentes en caps © en
pseudotabiques (Miller y cols, 1991). Algunas de estas proteinas han sido
caracterizadas, entre ellas: (1) 95F miosina es una miosina no convencional que se
asocia a los MFs en metafase y que presenta una distribucién dispersa durante la
interfase (Mermall y cols., 1994; Mermall y Miller, 1995), ¥ (2) la proteina 13D2 que
codistribuye con MFs en los caps, durante la interfase, pero no se encuentra presente en
los pseudotabiques durante la mitosis, sino que permanece asociada a la membrana
plasmética