Rol del complejo motor dineina/dinactina
de la célula hospedadora en la biogénesis
de la vacuola que contiene a Coxiella

burnetii

Role of the dynein/dynactin motor complex of the host cell in the
biogenesis of the vacuole containing Coxiella burnetii.
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RESUMEN

En el trasporte retrégrado participa el complejo motor
dineina/dinactina. Coxiella burnetii (Cb) es un patégeno
intracelular obligado que transita a través de la via fago-
citica para formar la vacuola replicativa que contiene a
Cb (VCCQ). Existe poca evidencia acerca de la interrelaciéon
entre el trafico intracelular de Cb y proteinas motoras.
Para estudiar esa interrelacion se analizé la sobreexpre-
sion de las formas WT de las subunidades del complejo
motor dinefna/dinactina, y la sobreexpresion de las mu-
tantes no funcionales respectivas, alterando la formacion
de la VCC. Nuestros resultados sugieren que los fagoso-
mas que contienen C. burnetii, se transportan utilizan-
do dinefna/dinactina para formar la VCC, donde Cb se
multiplica.
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ABSTRACT

In the retrograde transport, the dynein/dynactin motor
complex is involved. Coxiella burnetii (Cb) is an obligate
intracellular pathogen that transits through the phago-
cytic pathway to form the replicative vacuole contai-
ning Cb (VCC). There is little evidence about the inte-
rrelationship between intracellular Cb trafficking and
motor proteins. To study this interrelation, we analysed
the overexpression of the WT forms of the dynein/dy-
nactin motor complex subunits, and overexpression of
the respective non-functional mutants, altering the for-
mation of the VCC. Our results suggest that C. burnetii-
containing phagosomes are transported using dynein/
dinactin to form the VCC, where Cb is multiplied.
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INTRODUCCION

Las dineinas citoplasmaticas son en
realidad grandes y complejos motores
compuestos por dos cadenas pesadas,
dos intermedias, una intermedia liviana
y una liviana. La cadena pesada pertene-
ce a la familia AAA (“ATPase associated

with different activities”) de ATPasas y
se pliega para formar un anillo hepta-
mérico que posee una corta extension
“coiled-coil” a través de la cual se une a
los microtubulos, y un dominio extendi-
do a través del cual se une a la segunda
cadena pesada para formar un dimero y
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a las cadenas intermedias y livianas. Si
bien existen 7 sitios posibles de uniéon
e hidrolisis de ATP dentro del dominio
AAA, la hidrélisis en el sitio AAAT es
necesaria y suficiente para la motilidad
a lo largo de los microtubulos [1]. La di-
neina trabaja junto con otro complejo



Figura 1: £/ complejo motor
dineina/dinactina interviene
en la formacién de la VCC.
Células Hela previamente in-
fectadas y transfectadas con
lipofectamina™2000 fueron
fijladas y procesadas para IFl.
Anti-C. burnetii (Pseudocolor
rojo en panel a - h, Pseudo-
color verde en panel i - I). (A)
Sobreexpresion en células
Hela de EGFP-p150gluedWT
(panel a - d), EGFP-p50/di-
namitinaWT (panel e - h) y
DsRed-p150gluedCC1 (panel
i-1). Barra = 10um. (B) Gra-
fico de CCP mostrando corre-
lacion del constructo con la
VCC. (C) Anaélisis estadistico
de la cuantificacion del ta-
mano de la VCC. (D) Anélisis
estadistico de la cuantifica-
cién del namero de VCC por
célula. (E) Andlisis estadistico
de la multiplicacion bacteria-
na expresada en FFUx106/ml.
*p < 0.05 *** p < 0.001,
a partir de tres ensayos inde-
pendientes, contando treinta
células por ensayo.
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grande de proteinas, llamado dinactina
que se requiere para practicamente to-
das las funciones conocidas dineina [2].
Este complejo motor llamado dineina/
dinactina, “camina” sobre el microtu-
bulo [3]. Su direccidon y el tiempo que
permanece unido este complejo, al
microtUbulo, aun estd en discusién.El
complejo dinactina contiene muchas su-
bunidades proteicas de interés, pero de
todas, este manuscrito se centrara en
dos de ella: p150glued y p50/dinamiti-

na. p150glued es uno de los componen-
tes mas extensos del complejo dinactina
con sitios de contacto para interactuar
con el microtibulo, hacia la regién N-
terminal, sitios de unién para el comple-
jo dineina (llamado coiled-coil), y sitios
de union con otros elementos del com-
plejo, en la regién C-terminal. Gracias a
estos dominios, p150glued proporciona
estabilidad al complejo motor dineina/
dinactina, tanto para su movimiento,
como para el transporte del cargo [4].

Por otro lado, autores han demostrado
gue la subunidad p50/dinamitina cum-
ple una funcién central en este comple-
jo ya que esta es quien dispone la unién
de p150glued al complejo, vy, por ende,
la estabilidad del complejo motor dinei-
na/dinactina, regulando la organizacion
estructural de este. Ademas, se ha de-
mostrado que este complejo esta regu-
lado por la expresion de esta proteina
ya que al sobreexpresarla, se produce
una desestabilizacion y disociacion del
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complejo motor [5,6]. Para dilucidar el
rol del complejo motor en la formacion
de la VCC, células Hela previamente in-
fectadas se transfectaron con los plas-
midos EGFP-p150gluedWT, EGFP-p50/
dinamitinaWT o DsRed-p150gluedCC1
(constructo truncado no funcional que
inhibe la actividad del motor de dineina,
previniendo la unién dineina/dinacti-
na). En base al coeficiente de correla-
cién de Pearson (CCP; mono-transfec-
cion) y el coeficiente de superposiciéon
de Mander (CSM expresado como M1
y M2; co-transfeccién) se determi-
né que p150gluedWT se reclutd a la
VCC con un CCP>0.5, como se puede
apreciar en la Figura 1.A (panel a - d)
y 1.B, mientras que p50/dinamitinaWT
o p150gluedCC1 no co-localizaron en
la VCC. Tanto p50/dinamitinaWT como
p150gluedCC1 se distribuyeron en for-
ma dispersa [5] o en forma puntillada
en el citoplasma (CCP<0.5 en ambos
casos), respectivamente, similar a lo ob-
servado por otros autores [7,8] (Figura
1.A, panel e - h; y Figura 1.B). En pre-

1. CAVISTON JP, HOLZBAUR ELF. Microtubule motors at the

sencia de p150gluedWT sobreexpresa-
da las vacuolas presentaron un tamano
5.0 £0.2 pm, y un numero de 1.5 =0.5
VCC/célula. Para el caso de p50/dinami-
tinaWT, el tamafno promedio de las va-
cuolas fue 0.2 £0.1 ym, y el nimero de
23.0 £1.0 VCC/célula. En el caso dela
sobreexpresién de p150gluedCC1, los
parametros de las vacuolas fueron ta-
mano 0.2 +0.1 pm y numero 26.0 +1.0
VCC/célula (Figura 1.C y 1.D). Cuando
se analizaron las FFU, se pudo observar
gue la sobreexpresion de p50/dinamiti-
naWT o p150gluedCC1 redujeron signi-
ficativamente la replicaciéon bacteriana
al 57.5% o al 30.0%, respectivamente.
No se observé diferencias en el nivel de
multiplicaciéon bacteriana en células que
sobreexpresan p150gluedWT (Figura
1.E). Estos resultados sugieren que el
complejo motor se asocia a VCC y par-
ticipa en su formacién, como asi tam-
bién en la replicacion intracelular de C.
burnetii.

( Ver figura 1)

En este manuscrito se demuestra que

la unidad del motor p150glued sobre-
expresada se recluta a una VCC tipica.
Interesantemente, cuando se sobreex-
presa p50/dinamitina, se desarrollan
pequefos fagosomas que se distribuyen
en forma dispersa en el citoplasma. Esto
se debe a que la expresion de este cons-
tructo perturba la funcién motora del
complejo dineina/dinactina, logrando
que p150glued se disocie de dicho com-
plejo [5]. Similar efecto se demostra du-
rante la sobreexpresién de un mutante
p150gluedCC1, que perturba la interac-
ciéon dineina/dinactina y de esta mane-
ra, la actividad motora. Estos resultados
demuestran el rol central del complejo
motor dineina/dinactina en el proceso
de formacién de la vacuola donde reside
C. burnetii. En este trabajo se confirma
que el motor dineina/dinactina juega un
papel importante en la formacion de la
VCC. Ademas, esto plantea un nuevo
modelo en la infeccién por C. burnetii,
que puede contribuir al entendimiento
del mecanismo de supervivencia intra-
celular de este patdgeno.
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