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REstJMEN

Se  ha  descrito  que  la  proteina  quinasa  dependiente  de  ciclina  cdk5,   y  su

activador neuronal p35 estan involucrados en el proceso de de§arrollo axonal (Paglini y

cols„  1998). Nuestro laboratorio descubri6 que la de§regulaci6n de la actividad quinasa

de   cdk5   es   determinante   en   los   procesos   neiirodegenerativos   (Maccioni   y   cols,

2001a,b;  Alvarez  y  cols.,   1999;  2001).   Cdk5  es  una  proteina  Ser-Thr  quinasa  con

actividad   post-mit6tica  qiie  fosforila   la  secuencia  de   consenso   KSPXK  en   la  tau,

proteina   involucrada en la polaridad neuronal ITsai y cols.,1996).  La funci6n critica de

cdk5  en  la fosforilaci6n  de tau y su  papel en  el desarrollo  neuronal,  indican  que en su

regulaci6n  operan  mecanismos  de  gran  sensibilidad  molecular.  Ademas,   evidencia

experimental  apoya el  papel  central  del  complejo  cdk5/p35  en la  migraci6n  neuronal y

en  la formaci6n de procesos neuronales. Tambi6n,  cdk5 participa en  el procesamiento

y  regulaci6n  del  ensamble  de  los  neurofilamentos,  componentes  de  la  arquitectura

neuronal,  a trav6s de un  control fino en las fosforilaciones de estas proteinas y en su

transporte dentro de la neurona.

En  el  laboratorio  se ha demostrado que  la  alteraci6n  de  la funci6n  reguladora

de   las   sefiales   moleculares   normales  de   cdk5   es   determinante   en   los   procesos

degeneraci6n   y  muerte  neuronal.  Ademas,  otros  estudios  indican  que  cdk5 juega  un

importante  papel  en  la  via  neurodegenerativa  desencadenada    por  la  presencia  de

fibras  amiloideas  en  cultivos  pn.marios  de neuronas  hipocampales,  relacionando  estos

descubrimientos   a   lo§   cambios   moleculares   que   llevan   a   la   patog6nesis   de   la

enfermedad de Alzheimer (Alvarez y cols„ 2001).  EI objetivo principal de esta tesis fue

estudiar  la  interacci6n  entre  los  sistemas  cdk5-p35    y  cdk5-tau,  y  los  cambios  en  la

di§tribuci6n  de  estas  protefnas,  en  c6lulas  de  neuroblastoma  tratada§  con  el  p6ptido
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beta-amiloide [AP(142)],  por medjo de microscopfa con focal y en especial  una tecnica

emergente de la biologia celular,  como es el FRET (Fluorescence Resonance Energy

Transfer).  Para estos estudios se obtuvieron  proteinas de fusi6n de cdk5,  p35 y de la

proteina tau, cada una de 6stas fusionadas   con las proteinas fluorescentes amarilla y

celeste   (YFP  y  CFP).   Estas   construcciones   moleculares  fueron  transfectadas   en

celulas de neuroblastoma,  que fueron crecidas bajo condiciones normales de cultivo,  y

realizando distintos tratamientos tanto  con  el  p6ptido AP  como  con  especies reactivas

de oxJgeno (ROS), en nuestro caso per6xido de hidr6geno.  Estas construcciones,  con

sus respectivos activadores fueron capaces de producir un proceso de transferencia de

energia  reflejado  en  un  cambio  en  la fluorescencia,  detectado  por un  aumento  en  la

intensidad de fluorescencia del dador en  condiciones de toxicidad.  Ademas,  utilizando

la  t6cnica  de  recuperaci6n  de  la  fluorescencia  despu5s  del  foto-blanqueado  (FRAP),

fue posible  observar la  distribuci6n y la  movilidad  de  la quinasa  cdk5,  de su  activador

p35,  y de una mutante generada en  el Iaboratorio.  Los estudios mostraron  que existia

una  tendencia  a  disminuir el  porcentaje  de  FRAP  en  presencia  de  tratamientos  que

simulen  la enfermedad de Alzheimer.  Creemos que e§te trabajo tiene gran  relevancia

en el estudio de   las alteraciones en  los  procesos de interacci6n de proteina-proteina

que  ocurren  en  las  enfermedades  neurodegenerativas  tales  como Alzheimer,  y  que

puede contribuir como modelo en la investigaci6n de inhibidores de este complejo.
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ABSTRACT

It  has  been  described  that  the  cyclin-dependent  protein  kinase  cdk5,  and  its

neuronal  activator  p35,  are  involved  in  the  axonal  development  (Paglini  et  al„  1998).

Our laboratory discovered that the deregulation of this kinase activity is a critical step in

neurodegeneratives  processes  (Maccioni et al„  2001a,b;   Alvarez et al.,1999;   2001).

Cdk5  is  a  Ser-Thr  protein  kinase  with  post-mitotic  activity  that  phosphorylates  the

consensus  sequence  KSPXK  in    neuronal  tau,  protein  involved  in    neuronal  polarity

ITsai  et al.,1996).   The  critical function  of cdk5  in  tau  phosphorylation,  and  its  role  in

the  neuronal  development,  indicates  that very sensitive  mechanisms  operate  in  their

regulation.   In  addition,  experimental  evidence supports a central role for the  cdk5/p35

complex  in  neuronal  migration  and  the  formation  of  neuronal  processes.    Also,  cdk5

participates   in  the   processing   and   regulation   of  neurofilaments   assembly,   by  fine

controls in the phosphorylation/ dephosphorylation of these proteins and their transport.

Our  laboratory  demonstrated  that  the  alterations  of  the  molecular  functions

modulating  the  normal  signals  of cdk5  are  critical  in  the  neuronal  death  process  and

neurodegeneration.  In  addition,  other studies indicate that cdk5 plays an important role

in the neurodegenerative route triggered by amyloid fibers in primary cultures of the rat

hypocampus, relating these discoveries to the pathogenesis of the Alzheimer's disease

(Alvarez et al., 2001).  The primary target of this project was to study the interaction and

changes  in the distribution  of the  cdk5-p35  and  cdk5-tau  complexes  in  neuroblastoma

cells,  previously treated  with  beta-amyloid  AP(142),  by  mean  of confocal  microscopy

and   FRET  (Fluorescence   resonance   energy  transfer).      For  these  studies,   fusion

proteins  of cdk5,  p35  and tau were  obtained  with their respective fluorescent  proteins

yellow  and  cyan  conjugates  ryFP  and  CFP).    These  molecular  constructions  were
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transfected  in  neuroblastoma  cells,  grown  under  normal  culture  conditions,  and  the

different  treatments  with  either  AB  peptide  or  reactive  oxygen  species  (ROS)  were

performed,  These  constructions,  with  their  respective  activators,  under  AP  cytotoxic

conditions  were  able  to  produce  an  energy  transfer  reflected  in  a  change  in  the

fluorescence  intensity of the  donor.    In  addition,  using  the fluorescence  recovery after

photo-bleaching  approach   (FRAP),   it  was  possible  to  observe  the  changes  in  the

distribution and mobility of cdk5, its activator p35. and a mutant protein generated in our

laboratory.  Studies  showed  a  tendency  to  diminish  the  percentage  of  FRAP  in  the

presence  of treatments that simulate Alzheimer's  neurodegeneration.  Considering the

relevance of cdk5/p35 alterations in Alzheimer,   these studies are of utmost importance

to elucidate the changes in protein-protein interactions that occurs in neurodegenerative

diseases  such  as Alzheimer.  and    can  contribute to  further studies  on  the  search  of

inhibitors for this complex, of biomedical interest.
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lNTRODUCCION

Los estudios de salud ptlblica mos muestran que la distribuci6n etaria de nuestra

poblaci6n,  asemejandose a  la de paises desarrollados,  se desplaza  hacia los rangos

de   mayor  edad.   La  mayor  esperanza  de  vida  en   la   poblaci6n,   tare  consigo  un

incremento en la incidencia y prevalencia de enfermedades neurodegenerativas, como

Parl(inson, enfemedad de Alzheimer (EA) y ERA que se presentan en la tercera edad,

especialmente  los  mayores  de  65  afros.   EIlo  ha  jdo  aparejado  con   un   marcado

incremento en los esfuerzos de investigaci6n,  y par supuesto el estudio de las bases

moleculares que mos  permitan dilucidar tanto  las causas,  como posibles tratamientos

de estas patologias. Existen, ademas de la edad,  otros factores de riesgo involucrados

en   estas  enfermedades,   en  que  ademas  de  una  mayor  o  menor  predisposici6n

genetica,  los  factores  ambientales  parecen I.ugar  un  papel  clave.  Distintas  hip6tesis

como  las  del  p6ptido  a-amiloide,  la  de  la  proteina  tau,  la  participaci6n  de  procesos

inflamatorios,  los  cambios  en  la  interacci6n  neuronaglia  y  el  estfes  oxidativo,  han

cobrado vigor a la luz de nuevas investigaciones.

EI  p6ptido AP  corresponde  a  un  fragmento  del  procesamiento  anormal  de  la

proteina precursora del amiloide (APP), ampliamente distribuida en el cuerpo humano,

pero con funci6n desconocida hasta el momento. Este proceso genera la liberaci6n de

un  fragmento  denominado  beta-amiloide  (AP),  que  se  agrega  y  produce  las  placas

amiloideas,  un  evento  morfo16gico  y  estructura[  distintivo  de  la  EA.  La  hip6tesis  del

amiloide, sefiala al AP como el principal responsable de la p6rdida de funci6n neuronal

y  su  posterior  destrucci6n.  Otra  hip6tesis  que  cuenta  con  un  creciente  cdmulo  de

evidencias a la llLlz de la biologla celular y estructilral actuales,  es la hip6tesis de tau.

La proteina tau normalmente es clave para organizar y estabilizar el esqueleto intemo



de la c6Iula,  o citoesqueleto,  y regular la polan.dad de las neuronas.  En la EA, tau es

modificada post-traduccionalmente y pierde su  capacidad de estabilizar a  las c6lulas

neuronales, lo que eventualmente provoca en una etapa tardia su agregaci6n en ovillos

neurofibrilares (ON) que son conocidos,  al igual que las placas amiloideas,  como una

caracteristica histopatol6gica de la enfemedad. Estas dos son las principales liip6tesis

defendidas per los investigadores de esta area, pero actualmente se lia comenzado a

hablar de otros factores de riesgos que pueden contribuir,  no por si solos,  pero en su

conjunto  a  la  EA.   Estos  factores  son  por  ejemplo,  los  provocados  por  procesos

inflamatorios,  estfes  oxidativo,    factores  vasculares,  cambios  en  el  mctabolismo  del

colesterol,  etc.    Aunque  todos  estos  factores  de  riesgo  son  de  importancia  en  su

patogenesis,  la  edad  sigue  siendo  el  que  se  relaciona  de  mejor  manera  con  la

incidencia de [a EA.

La proteina tau participa en dos funciones principales, inducir el ensamblaje de

los    microttibulos    en    condiciones    normales,    y    auto-asociarse    en    condiciones

pato16gicas.   como   en   la   EA  y   en   otras   demencias.   Una   de   las   modificaciones

producidas en  esta  proteina son  hiperfosforilaciones que  llevan a fomas  patol6gicas

de  la  tau  en  la  EA,  provocadas  par los  efectos  de  diferentes  proteinas  quinasas  y

fosfatasas que pueden ocasionar cambios conformacionales. y esto puede afectar su

capacidad  de  ensamblaje  e  interacci6n  con  la  tubu]ina.  Se  nan  idenfficado  muchos

sitios de fosforilaci6n en la proteina tau.  Fosforilaciones an6malas se han relacionado

con  su  auto-agregaci6n,  y  posten.or  fomacj6n  de  filamentos  helicojdales  pareados

(PHF), llevandola a perder su funci6n neuronal

Estudios   realizados   en   nLlestro   laboratorio   han   mostrado   que   en   algunas

patologias   neurodegenerativas   como   el   Alzheimer,   Ias   quinasas   gsk3P   y   cdk5
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hiperfosforilan a tau, causando e[ colapso del citoesqueleto y acdmu]os caracteristicos

de tau hiperfosforilada (Maccioni y cols., 2001 a).

La proteina edk5 es  una quinasa dirigida por prolina  que fosforila  residuos de

serina  y treonina,  qile  se  encuentren  inmediatamente  precedidos  por un  residuo  de

prolina. Cdl(5 posee una marcada preferencia por residuos basicos que se encuentran

en la posici6n +3 y fosforila la secuencia consenso (S/i)PX(K/tim),  donde S a T son

serina o treonina, X es cualquier aminoacido y P corresponde a un residuo de prolina

ubicado en la posici6n +1  (Dliavan & Tsai, 2001).  Esta presente en todos los tejidos,

pero su actividad quinasa se ha encontrado mayoritariamente en el sistema nervioso.

La funci6n que se le atribuye a esta quinasa es principalmente eh la regulaci6n de la

cito-anguitectura  del  sistema  nervioso  central.  pero  existe  evidencia que  relaciona  la

actividad de cdl(5 en la regulaci6n del citoe§queleto,  como gufa axonal,  transporte de

membrana,  funciones sinapticas,  sefializaci6n  por dopamina,  e  incluso  en  adicci6n  a

las  drogas  (Benavides  &  Bibb,   2004).  Aunque  la  gran  mayon'a  de  las  proteinas

quinasas  dependientes  de  ciclina  (cdk.s)  necesitan  una  fosforilaci6n  en  su  /oop  de

activaci6n, en el residuo Thrl60, en el case de cdk5, Ia cn.stalograffa ha mostrado que

la  interacci6n  de  la  quinasa  con  su  unidad  reguladora  es  suficiente  para  lograr  la

conformaci6n    activa.    Esto    ayuda   a    esclareceT   datos    obtenidos    pop   estudios

bioquimicos,  donde  se  demostraba   qile  la fosforl.Iaci6n  en  el  /oop  no  era  requerida

para obtener la rna)dma actwidad de la qiiinasa.

Se  ha  demostrado  que gsk3b fosforila especificamente  los  residuos  Sei202,

Thr205,  Ser235  y  Ser404  (lmahori  &  Uchida,   1997)  .En  la  EA  se  han  encontrado

algunas fosforilaciones caracten'sticas de la proteina tau, cuando esta formando parte

de los PHF,  un paso previo al ovillo nellrofibrilar.  El complejo cdk5-p35 fosforila a tau

en cuatro residuos que corresponden a este tipo de fosforilaciones,  los residuos son:



Serl99,  Thi231,  Ser396  y  Ser413.  Se  ha  descrito  que  en  enfermedades  como  el

Alzheimer,   Ia   quinasa   cdk5   se   encuentra   desregu[ada   y   esto   contribuye   a   la

hiperfosforilaci6n de tau, especialmente en neuronas de hipocampo, corteza entori.na y

ntlcleos de Meynert (Alvarez y col.1999, 2001).

Todos  estos  estudios  se  han  realizado  en  modelos /.n-wlro,  donde es posible

observar   las    inferaccjones,    jnmunocitoquimica,    inmunoprecipitaci6n,    etc.    En    la

actualidad  el  avance  en  [as  tecnologias  le  ha  permitido  a]  investigador tener  a  su

alcance nuevos m5todos de estudios,  que sean mss ceroanos a lo que ocume en el

interior  de  la  celula.   Es  asi  coma  el  descubrimiento  y  desarrollo  de  la  proteina

fluorescente verde (GFP) nos ha proporcionado nuevas hemamientas en el estudio de

la  distribuci6n  y  el  comportamiento  de  las  proteinas  en   la  c6Iula.   Estas  nuevas

herramientas  se  han  acoplado  a  antiguas  tecnologias  exl.stentes,  que  aunqL]e  muy

tltiles, eran diffciles de llevar a cabo, par dificultades t6onicas.

La transferencia de energia FRET (tambien  IIamada Transferencia de Energia

por el Radio de F6rster), es una fecnica propuesfa  hace alrededor de 50 afios, pero no

file hasta la apan.ci6n de la proteina GFP que la biologia comenz6 a disfrutar de sils

beneficios.  FRET es la transferencia no-radiativa de energia de una molecula dador a

una  mol6cula  aceptor,  es  una  fecnica  que  depende  de  la  distancia  a  la  cual  se

encuentren estas dos mol6cLIIas. La molecula dador e; excitada por una luz incidente.

y si el aceptor se encuentra a una distancia cercana, la forma del estado excitado de

energia del dador  puede ser transfen.da al aceptor, esto provoca una reducci6n en la

intensidad  de  fluorescencia  y  la  vida  media  del  estado  excitado  del  dador,  y  un

aiimento en la emisi6n de la intensidad del aceptor. F6rster demosfro que la eficiencia

de este proceso dependia del inverso de la sexta raz6n entre la distancia entre el dador

y el aceptor.
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E = 1 7 {i + (R mo)6}

Donde  Ro  es  la  distancia  a  la  cual  fa  mitad  de  [a  ene[gia  es  transfen.da.  y

depende las caracteristicas espectrales de la mol6culas, y su on.entaci6n. Mediciones

de la transferencia de energia pueden entregar datos de distancias tanto intra como

Inter.  Moleculares,  papa  proteinas  y  sLis  ligandos,  con  una  rango  de  entre  10-100

Angstrom. Tambien es posible detectar cambios en  la distancia  (1-2 Angstrom) entre

ubjcaciones  de  Lina  proteina,   fo  que  puede  dar  infomaci6n  acerca  de  cambios

confomacionales. (Jares-Enjman & Jovin 2003, Kjrsh y cols 1999, Siegel y cols 2000)

La necesidad de proxl.midad requerida por FRET, es a su vez la mayor utilidad

qiie  tiene  la  t6cnica,  ya  que  fliior6foros  que  se  encuentren  unidos  a  determinadas

proteinas   y   qLle   se   encuentren    rea]izando   transferencias   de   eneTgia.    deben

encontrarse  lo  suficienfemente  cerca  come  para  efectuar  interacciones  bio]6gicas

relevantes.

Por todas estas ventajas, es que decidimos rea[izar durante esta investigaci6n

una aproximaci6n de este tipo para poder visualizar las interacciones que exisfen entre

nuestra proteina de intefes, Ia quinasa cdl(5, y su acti`rador p35.

Ademas.  debido a  la  importante funci6n  que desempefia este complejo en  la

enfermedad de Alzheimer, se decidi6 realizar las mediciones en presencia de factores,

como el peptl.do beta-amiloide, y en condiciones de estfes oxidativo, nL[estra propuesta

pretende   desarrollar un acercamiento integrado implfo.rto en las bases biol6gicas que

envuelven al sisfema cdk5/p35 en el desarrol[o de procesos que ocuTTen normalmente

en  el  cerebro,  y  comparario  con  cambios  oelulares  y moleculares que afectan  este

sistema,       y   que   desencadenan   la   hiperfosfon.laci6n   de   tau   con   su   posterior

neurodegeneraci6ri. Asi, e[ posib[e mecanismo molecular jmplicito en la desregulaci6n

y auto-segregaci6n de tau constituye una importante parte en este analisis. Es por esto



que en el laboratorio tenemos [a certeza qL[e este proyecto contn.buifa a adquirir valiosa

informaci6n sobre los aspectos regliladores de cdk5, y proveera de un discemimiento

dentro de la bioquimica y aspectos celu]ares acerca del pape] de cdk5 en e[ sistema

nervioso central y en la patologia neuronal.
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HIP6TES]S DE TRABAJO Y OBJETLVOS.

Hip6tesis de Trabajo.

E]  tratamiento  de  cefulas  neuronales  con  el  peptido  beta-amiloide  induce  un

incremento en la interaccl.6n de ]as proteinas  cdk5-p35 y cdk5-tau..

Objeevo general.

E]  objetivo  de  este  proyecto  es  estudiar  a  nivel  celi[lar,  Ia  interacci6n  y  [os

cambios en la distribuc]'6n de los complejos de proteinas cdk5-p35  y cdk5-tau en c6lu]as

de neuroblastoma tratadas con   AP.

Objeti`ros especfficos de [a tesis.

1.-Distlibuci6n  subcelular de  las  proteinas  cdk5,  p35 fusionadas  a  proteinas

fluorescentes  en   c6lulas  de  neuroblastoma  N2A.   Estudios  de  microscopia  confocal

utilizando la estrategia FRAP.

2.-  Analizar  la  interacci6n  de  los  sistemas  edk5-p35  y  cdk5-tau  por  medio  de

FRET en c6Iulas de neuroblastoma, en condiciones normales.

3.-Analizar los cambios de distribuci6n  subcelular   y la interacci6n de cdk5-p35 y

edk5-tau  per  medio  de  FRET  en  c6Iulas  de  neurob]astoma  tratadas  con  AC  y  con

per6xido de hidr6geno, en condiciones que promueven degeneraci6n neuronal.



IV]ATERIALES Y METODOS.

NIATERIALES

Material biol6gico

Cepa  Eschen.cf]/.a  co//.  DH5or  de  Promega.  C6Iulas  de  neuroblastoma  de  rat6n  N2A

(ATCC)

Reactivos

De MERCK Quimica Chjlena se obtuvieron: Sales, reactivos analiticos,  acidos,

bases   y   alcoholes.   De   lnvitrogen-GIBCO   BRL   Life  Technologies   lnc.:   Enzimas  de

restricci6n,  Taq  DNA  polimerasa  (5    U/pl),  dNTPs  (100  mM),   100  pb  DNA  ladder  (1

Hg/ul),   Iipofectamina,   Optimem,   Agarosa,   DIT  y  tn.stona.   De   la   Compafiia   Sigma

Chemical    CO:    Bromuro    de    etidio,    BSA,    P-mercaptoetanol,    SDS,    EDTA,    lpTG.

PerkinElmer: [y32P] dATP (3000 Ci/mmol,10 pci/prl) y histona H1   (Calbiochem).

Reactivos y materia[es para cultivo de c6lLllas

Las  placas  para  cultivo  celular  fueron  adquin.das  en  NUNC,  los  medios  de

cultivo:  DMEM  y  MEM,  suero  fetal  de  bovino,  suplemento  827,  Tripsina,  EDTA,    y  los

antibi6ticos   estreptomicina,   penicilina   y  geniticina  fueron   adquin-dos   de   Gibco   BRL.



Polilisina y   dibutiril-CAMP se obtuvieron en Sigma   Chemical CO (Saint Louis,  Missouri,

USA).

Anticuerpos

Los anticuerpos anti-cdk5 (C8),  p35 (C19),  p35 (N20),   fueron todos adquiridos

de Santa Cruz Bjotechnology,(California, USA).

Partidores

TAU SNS: 5' AGATCTATGGCTGAGCCCCGCC 3'  incluye sitio de restricci6n 8g1 11

TAU AS   : 5' GTCGACGTCGATCTCAAACCCT 3'   incluye sitio de restlicci6n Sal I

pECFpmEyFp sNs     : 5' GGATCACTCTCGGCATGGACGAGc 3'

PECFP/PEYFP  AS       : 5' GTGGTATGGCTGAITATGAT 3'

Disefiados para seciienciaci6n de los vectores.

Vectores

pcDNA3.1 A p35-myc,  pcDNA3.1  a cdk5-myc, TOPO-TA Cloning Kit,  PRC/CMV

tau,  PECFP-C1,  PEYFP-C1  (Clontech)  fueron  donados  por  el  Dr.  Thomas  Jovin,  Max

plank Institute, Gotingen, Germany.



METODOS

Cultivo celular

Cultivos de celulas de neuroblastoma N2a en la mayorfa de los experimentos, y

de Cos 7 en estudios puntuales. fueron utilizados para esta investigaci6n.  Estas celulas

fueron   crecidas   en   medio   Dulbecco's   Eagles's   modificado   (DMEM)   (Gibco-BRL),

suplementado   con   10%   suero   fetal   de   bovino,    100   U/ml   penicilina   y   100   U/ml

estreptomicina.  Las  celulas fueron  crecidas  con    5%  C02  a    37°C.  EI  crecimiento  de

neuritas  en  celulas  N2a fue  promovido  mediante el  cultivo  de estas  c€lulas  en  DMEM

mss  827 y 2mM dibutiril CAMP  (db-CAMP)  (Sigma,  St.  Louis,  MO).  Despu6s de 24 y 48

hrs.   de  tratamiento,   las   c6Iulas   mostraron   una   morfologia  diferenciada   con   largos

procesos neuriticos (Mufioz y cols., 2000).

Plasmidios

Los plasmidios usados en esta tesis fueron disefiados de la siguiente manera:

para  la  proteina  quinasa  dependiente  de  ciclina  cdk5,   esta  se  encontraba  clonada

previamente en el vector pcDI\IA 3.1  myc-A entre los sitios de restn.cci6n Hind Ill y Apa I,

por  lo  que  se  digin-6  con  6stas  enzimas,  se  purific6  el  fragmento  por  medio  del  kit

GENECLEAN,  luego  se  subclon6  en  los  plasmidios  PECFP  y  PEYFP,  ambos  en  el

carboxilo terminal, en los mismos sitios de restricci6n. En el caso del activador p35, este

se encontraba clonado en el vector pcDI\lA 3.1  myc-B entre los sitios BamHI y Xho I. se

procedi6 de la misma manera anten.or a clonar en ambos vectores PECFP y PEYFP en

los sitios antes mencionados y ambos en el carboxilo teminal.
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Para la obtenci6n de la proteina Tau fusionada con proteinas fluorescentes se

extrajo  por PCR  desde  un  vector PRC/CM\/ tau   con  los  siguientes  primer:  TAU-SNS

5'AGATCTATGGCTGAGCCCCGCC3'  y TAU-AS  5'GTCGACGTCGATCTCAAACCCT3',

a los cuales se les habia agregado los sitios de restricci6n 8g1 11 y Sal I respectivamente.

Luego  se  iitiliz6  el  sistema  TOPO-TA  pare  el  subclonamiento  del fragmento  de  PCR.

Finalmente se clon6 el fragmento de Tau en los plasmidios PECFP-C1, PEYFP-C1.

Preparaci6n de fibras de A(}

EI  p6ptido  sintetico  AP  incluyendo  los  residuos   142  de  la  secuencia  Abeta

humana fue obtenido desde Chiron Corporation (Emereville,  C.A.,  USA).  El pep(ido AP1-

42. se   incub6   en   un   ensayo  de   agregaci6n.   Las  soluciones   stock  se  prepararon

disolviendo  alicuo{as  liofilizadas  de  p6ptido  AP  en  dimetilsulfoxido  (DMSO)  a  lmg/ml

(220  LLM).   Las alicuotas de [a soluci6n stock del p6ptido (70  nmol en 20 ul  DMSO)   se

afiadieron  a  PBS,  pH  7.2 para dar un volumen final de 0.725  ml.  La soluci6n  se agit6

continuamente   durante 4-7  dias  a  temperatura  ambiente,  la  agregaci6n  se  midi6  por

turbidez y se  observaron  al  microscopio  electr6nico.  (Jeol XS100)  Las fibras de AP se

concentraron por centrifugacibn (14000 rpm por 30 min) y se resuspendieron   a lmg/ml

en PBS esteril.
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Transfecci6n de c6lulas Cos 7 y N2a

Para  comprobar  que  las  proteinas  de  fusi6n  funcionaban  corl.ectamente  se

procedi6 a transfectar c6Iulas Cos 7 con las djstintas variantes de plasmidios,  utilizando

el protocolo estandar de transfecci6n dada por el fabricante (lnvitrogen).

Para observar la interacci6n entre las proteinas cdk5-p35 y cdk5-tau se procedi6

a transfectar los plasmidios previamente obtenidos en c6lulas de neilroblastoma N2a, y

se procedi6 de acuerdo a protocolo estandar pare lipofectamina 2000. A Ias 6 horas de

transfecci6n se cambi6 el medio por DMEM con lx de 827 y 2 mM de db-CAMP, a las 24

horas de diferenciaci6n se agregaron los tratamiento.  24 h de peptido AP 10 prM o  100

pM de H202 por  1  hora.

Ensayo de la actividad quihasa

Se  incubaron  las  muestras  en  tamp6nquinasa  (50mM  Hepes  pH  7.5,  10mM

Mgc12,  2mM  Mnc12,  1mM  DIT,  100i-M  ortovanadato,  1mM  NaF),  por  30  minufos  en

hielo,  p25, ATP frio. Transcurrido este tiempo se agreg6 cdk5 y se incub6 por otros 30

minutes en hiefo. pare agregar finalmente 2 ijg de histona Hl  y 2 [ici per reacci6n de [y-

32P] ATP.  La  reacci6n  se  llev6  a  cabo  a  30°C  por 30  minutos.  se  detLrvo  agregando

buffer de Carga Laemmli 4X y calentando  a 100°C par 5-10 minutos. Luego se cargaron

las  muestras  en  un  SDSLPAGE  al  12%,    se  electrotransfin.eron  posteriormente  a  una

membrana  de  nitrocelulosa.   La  histona-[y-32P]     se  cilantific6  por  Molecular  Image

(BioRad).
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Ensayos de Microscopia

Para observar la distribuci6n e interacoi6n de las proteinas cdk5-YFP/p35-CFP

y cdk5-YFpftau-CFP,  se realizaron transfecciones de  las construcciones fusionadas en

celiilas N2a.  en ci]breobje{os de 25mm de diametro para   el ensayo.   A fas 6 horas de

transfecci6n se cambi6 el medio por DMEM con lx de 827 y 2 mM db¢AMP, a las 24 se

procedi6 a agregar el tratamiento, AP 10 {iM o H2021mM por 24 y 1  h respectivamente,

se realizaron 3 lavados con PBS y se mont6 la muestra en una camara especialmente

disefiada para observaciones in-vivo. Luego se agreg6 medio KRHG (7,95 g Nacl, 2,4 g

Hepes, 0,36 g Kcl, 0.31 g de Mgs04, 0,19 g Cac12, 0.6g glucosa en 1  litro de H20 a pH

7.4) y se observaron en e[  Microscopio Confocal (LSM Meta 510 Zeiss).  Para observar

YFP se utiliz6 la longitud de onda de 514 nm, disponible en el laser AIg6n, y se utiliz6 un

band  pass  de  530600  pare  su  detecci6n  (canal  2).  En  e]  caso  de CFP  se  utiliz6  la

longitud de onda de 458nm,  y se detect6 con un band pass de 475-525 (canal 3).  En

ouanto al canal para la serial de FRET, se excit6 el fluor6foro con la longitud de onda 458

del laser AIg6n, y se detect6 con un band pass de 530-600. Ademas se utiliz6 la misma

ganancia para el canal de YFP y FRET al momento de realizar los experimentos.  para

eliminar el  ruido  de]  medio.    La  configuraci6n  uti]izada  en  el  microscopio  confocal  se

observa en la Fjgi[ra 1.
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Analisis FRAP y FRET

Al graficar la intensidad de fluorescencia versus el tiempo, es posible tener una

medida de la fracci6n m6vil de la proteina que existe dentro de la celula.  Esta fracci6n

se deterrnina al calcular la raz6n entre la intensidad de fluorescencia inicial en la regi6n

quemada,   corregida   por   la   cantidad   de   fluorescencja   removida   durante   el   foto-

blanqueado.

Mf  = F® - Fo / Fi - Fo
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Cuando  la  fracci6n  m6vil  es  menor  al   100  %,  se  puede  deber  a  la  i]ni6n

irreversible  a  algt]n  substrata  unido.  Altemativamente,  factores  no-difusibles,  come

barreras de difusi6n o discontinuidades dentro de las estructuras donde se localjzan las

proteinas, pueden ser responsables de la disminuci6n en la movilidad (Lippincot( y cols

2001).   Tambien   es   posible   obtener   la   constante   de   difusj6n   (D),   al   graficar   la

recuperaci6n de la intensidad de la   fluorescencia dentro de la regi6n quemada como

funci6n del tiempo, y obtener ecuaciones que den cuenta de la curva de recuperaci6n.

Por ejemplo,  cuando se utilizan  pequefios sectores de quemado,  es posible utilizar la

siguiente eouaci6n:

tD = cozy / 4D

Donde co es el  radio del  laser, y es el factor de correcci6n  para la cantidad de

quemado, y tD es el tiempo de difusi6n.  Esta formula asume una difusi6n bidimensjonal
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no  restringida  dentro  de  iin  area  de  quemado  circillar,  sin  recuperaci6n  desde  los

planos focales inferiores o superiores. (Lippincott y cols. 2001)

El  valor te6rico  de  D  para  una  proteina  esta  relacionado  con  el tamafio  y  su

ambiente celular. Desviaciones de este valor pueden dar informacibn sobre el ambiente

de la proteina,  por ejemplo  un factor de difu§i6n mss pequefio que el valor esperado

puede sugerir que ]a proteina f]uorescente podria haberse agregado,  o incorporado a

un complejo de mayor tamafio, daclo que D es inversamente proporcional al tamafio de

la  proteina.  Altemativamente,  el  ambiente  que  rodea  a  la  proteina  puede  ser  mss

viscoso    de    lo    esperado,    o    incluso    la    proteina    puede    estar    interactuando

tran§itoriamente con moleculas mss grandes o que se encuentran fijas en algt]n lugar

de la c6lula.

Par  el  contrario  si  el  factor  de  difLlsi6n  es  de  mayor  tamafio  que  el  valor

e§perado, Ia proteina puede estar mostrando un comportamiento no difusivo, como un

fliij.o,  o  un  movimiento  que  involucre  proteinas  motoras,    tambien  puede  darse  un

ambiente de viscosidad  menor al esperado.  La fracci6n  m6vil  (Mf),  mos  puede indicar

situaciones similares al factor de drfusi6n.  Una disminuci6n en el Mf puede indicar que

la proteina se esta uniendo a factores que se encuentran fijos en la celula, que se esta

incorporando    a    agregados    de    proteina,    o    que    se    encuentra    en    distintos

compartimientos.

Con  lo  que  respecta  a  FRET,   Karpova  y  colaboradores  desarrollaron  una

metodologia  mas  simple  para  realizar  los  analisis  de  FRET.  EIIos  determinaron  que

realizando 10 capturas de imagenes, 5 antes del quemado y 5 despu6s del quemado,

era  posible obtener un valor promedio de intensidad que no estuviera  inflLienciado por

el quemado, y que mostrara resultados elT6neos. Propusieron la siguiente ecuaci6n:
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EF = ( 16 -15) *100 / 16   (ecuaci6n 3)

Donde ln corresponde a la intensidad de la fluorescencia de CFP en el tiempo n.

Debido  a que el quemado  ocurre entre  los  puntos  5  y 6,  esta formula da  cuenta del

incremento en la intensidad  de fluorescencia de CFP despu5s del quemado de YFP,

normalizado por la fluorescencia de CFP antes del quemado. Ademas, el porcentaje de

la potencia del laser utilizado se eligi6 para evitar un fotoquemado durante la captura

de la imagen (0,15 % transmisi6n).
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RESULTADOS

1.-Analisis  de  la  distribuci6n  subcelular de  las  proteinas  cdk5,  p35  fusionadas  a

proteinas f]uorescentes en celu[as de neuroblastoma N2A por medio de mjcroscopia

confoca[ ut-I-ljzando la estrategia de FRAP.

Para  la  realizaci6n  de  este  primer objetivo  se  debieron  obtener las  proteinas  de

fusi6n  correspondientes.  Se utilizaron  los  cDl\IA que §e encontraban  clonados en  nuestro

laboratorio,  en  los  siguientes  vectores:  proteina  quinasa  dependiente  de  ciclina  cdk5  se

encontraba clonada en  pcDr\IA 3.1  myc-A entre los sitios de restricci6n  Hind  Ill y Apa  I,  se

liber6 el fragmento como se explica en Maten.ales y Metodos y se subclon6 en PEYFP, de la

misma manera se procedi6 con el activador p35,  6ste se encontraba clonado en el vector

pcDl\IA 3.1  myc-B entre los sitios BamHl y Xho I (Fjgura 3).

En  el caso de la  proteina Tau,  se disponia de un vector PRC-CMV,  en donde se

encontraba  clonada  la foma  humana fetal  de  la  proteina.  Para  extraer el  fragmento,  se

procedi6   amplificar   por   reacci6n   de   PCR   con   los   siguientes   partidores:   TAU-SNS

5'AGATCTATGGCTGAGCCCCGCC3' y TAU-AS 5'GTCGACGTCGATCTCAAACCCT3'.

Una vez obtenido el fragmento de 1050 pares de bases, se clon6 el fragmento en

el kit Topo TA de acuerdo a las instrucciones del fabricante.  una vez clonado el fragmento

se procedi6 a digerir el vector con las enzimas 8g1 11 y Sal I, sitios de restricci6n afiadidos en

los partidores.
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12345 8
I  1   L Hind Ill
•2   Cdk5"yc
•3   p35-myc
•4   PEYFP
.5   PECFP      28E

1 .0 kb

1  A liind  Ill
2 Clonl  cdk5-yto
3 clan 2 cdk5-yfp
4 Clon3- cdk5-yfp
5 Clon4 cdk5-yfp
6 1 00 bp

1       2     3    4     5    6     7    8

1Z34

1  ^ liind Ill
2 Clonl p35th
3 Clon 2 p35dp
4 cion3 p35try
5 Clon4 p35th
6 Clon 5 p35-Cfo
7 cion 6 p35rfu
8100 bp

•  llHind Ill
• 2 Amplificado PCR

tauJ3W
• 3100 bp
• 4 rfuplificado PCR
taucMV

Figura 3. Geles de Agarosa a[ 1°/a. Digestiones de vec(ores para la ]iberaci6n del
fragmento a clonar, y comprobaci6n de clones. A.- Digestion de vectores para
subclonamiento; Carril 1, marcador de peso molecular ^ Hind Ill, carTil 2 digestion cdk5-myc
con las enzimas Hind[Il y Apa I fragmento [iberado de 1  kb, llnea 3 vector p35-myc cligerido
con BamHl y Xho I, fragmento liberado de 1  I(b. cam.14 y 5 vectores PEYFP y PECFP
digeridos con Hindl]l/Apa I, y BamHlexho I respectivamente. 8.-Comprobaci6n de vectores
p35-cfp; carri] 1, marcador de peso molecular A Hind 111, carril 2-7 clones de p35-cfip digeridos
con BamHl/Xho I, liberaci6n de frogmento de 1  kb, carril 8 marcador de peso moleciilar 100
bp.C.-  Comprobaci6n de vectores cdk5-yfp; carril 1  marcador de peso molecular ^ Hind lH,
carril 2-5 clones de cdk5-yfp digeridos con Hindlll/Apa I, liberaci6n del fragmento de 1  kb,
carril 6 marcador de peso molecular 100 bp. D.-Amplificaci6n por reacci6n de PCR de tau
desde vector PRC tau€MV; carril 1  marcador de peso molecular L Hind 111, carril 2 y 4
reacci6n de PCR amplificaci6n de tau, carril 3 marcador de peso molecular 100 bp.

Cada proteina de fusi6n obtenida fue revisada par una reaccifion de secuenciaci6n

realizada   con   partidores  disefiados   dentro   del  vector  PECFP/PEYFP,   que  se   pueden

observar en Materiales y M6todos. Una vez obtenidas las secuencias de las construcciones

se compar6 con la base de datos disponibles en lnternet, y se eligieron aquellos clones que

presentaban la secuencia de intefes. Ademas fue necesario expresar las construcciones en

lineas  celulares  para  posteriomente  detectarlas  por  ensayos  de  Western  BIot.  Esto  se

observa en la Figura 4.
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A                        12      3     4
75kD   +

50 kD  +

25 kD  +

1.- cdk5-YFP 1
2.- cdk5-YFP 2
3.- cdk5-YFP3
4.- Control shansfedar

C12345

75kD   +

50 kD  +

1.- Tau- CFP 1
2.- Tau€FP 2
3.-Tall-YFP1
4.- Tau-YFP2
5.- Control sdensfectar

1.- Control sthnsfectar
2.- p35J3FP 1
3.- p35J=FP2
4.- p35€FP3
5.- p35-YFP 1
6.- p35-YFP2

1        2      3        4      5        6
75kD   +

50kD  +      -.

Fjgura 4. Western blot detectando proteinas de fusi6n, cdk5, p35 y tau. La lfnea celular N2A se
transfect6  con  lipofectamina  2000  como  se  explica  en  materiales  y  metodos,  con  1  I.g  de  cada
vector, despues de 24 horas se realize un extracto total de protelnas y se cargo en un SDS- PAGE al
12%.  Se utilizaron cada antiouerpo primario en una concentraci6n 1 :1000,  y el anticuerpo secundario
1 :5000 A.-  Transfeoci6n de celulas N2A con la proteina de fusion cdk5-YFP, deteccton de cdk5-YFP
con   antiedk5   (c8),   en   el   carril   1   se  observa   la   protelna   de  fusj6n   cdk5-YFP   1.   Carril  2   y   3
construcciones de cdk5-YFP,  solo se observa  la  profeina end6gena.  Carril 4  control  si transfectar.
8.-    Transfecci6n  de  celulas  N2A  con  la  proteina  de  fusion  p35€FPWFP.   Carril   1   contol  sin
transfectar. Carril 24 clones p35€FP, Carril 5€ clones p35-YFP, deteocibn con antip35 (N20). C.-
Transfeccci6n  de  celulas  N2A con  la  protelna  de fusion taucFPWFP.    Carril  1-2  transfecci6n  con
tau{FP,  carril  34 transfecci6n con tau-YFP,  carril 5 control sin  transfectar.  Deteoci6n con  anti-tau
(tau 5)

CItro  analisis  necesario de  realizar con  las  proteinas  de fusi6n,  es  detectar si  la

adici6n   de la proteina fluorescente afecta o no su actividad.  Una de nuestras proteinas es

una proteina quinasa, par lo tanto se disefi6 un ensayo de actividad quinasa in vitro con las

quimeras,  como  se  observa  en  la  figura  5.  No  se  desarroll6  Ia  inmunoprecipitaci6n  con

anticuerpo anti-GFP por su poca especificidad para este ensayo. Se eligi6 las c6Iulas Cos 7,

debido  a  su  menor  expresi6n  end6gena  de  la  proteina  cdk5.  Paralelamente  en  nuestro

laboratorio se  obtuvo  una  mutante de  p6rdida de funci6n de la quinasa  cdk5,   Ia  proteina

cdk5Y15F descrita en la tesis de Biotecnologia de Omar Ramirez. esta mutante se agreg6 a

los estudios para posteriormente poder comparar su actividad con la proteina cdk5-YFP
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Figure 5. Actividad cdk5-YFP y cdk5 Y15F YFP.

La llnea celular Cos 7 se transfect6 con ljpofectamina 2000 con cada una
de las construcciones, despues de 24 horas se inmunoprecipft6 con antiedk5(c8),
y se rea[k6 el ensayo de achridad de acuerdo se explica en Materiales y Metodos. A.-
WB ensayos de actividad

Una  vez  obtenidas  las  proteinas  de  fusi6n  se  realizaron  los  experimentos  para

determinar la  distribuci6n  y  la  movilidad  de  las  proteinas,  en  celulas vivas.    Para estos

experimentos  se  procedi6  a  transfec(ar  celulas  N2A  en  oubreobjetos  de  25  mm  de

diametro. La distribucl.6n de las proteinas de fusion se observa en la Figura 6.

Para  observar  la  movilidad  de  las  proteinas  de  fusi6n  dentro  de  la  oelula  se

realizaron  ensayos  de  Reouperaci6n  de  la  Fluorescencia  despu6s  del  fctoiuemado

(FRAP).   (Misteli 2001)

Estas  medjciones  se  realizaron  para  las  proteinas  cdk5,  cdk5Y15F  y  p35  en

condiciones control, y con tratamientos con AP a per6xido en el case que se indique.
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cdk5-YFP

p35{FP

tau-YFP/CFP

Figura 6, Djstribuci6n de proteinas de fusi6n en c6lulas de neuroblastoma de rat6n.

C6lulas de Neuroblastoma de rat6n N2A creeidas en cubreobjetos redondos de 25mm de
diametro,  transfectadas con lipofectamina 2000 por 24 horas con cdk5-YFP, p35CFP y
tau€FprYFP. A las 6 horas de transfeoci6n se inici6 la diferenciaci6n con 2 mM de Dbt. A
las  24 horas de  diferenciaciaci6n se cambi6 el medio y se month el cubreobjeto en una
camara especialmente disehada para el microscopio confocal. YFP se excite con un laser
de 514 nm, y CFP con un laser de 548 nm. En el panel superior se observan 3 diferentes
transfecciones de cdk5-YFP con distribuct6n citos6Iica. En el panel del medio se observan
tres dist].ntas transfecciones de p35J3FP con distribuci6n nuclear y citoplasmatica. En el
panel inferior se observa tres distintas transfecciones de tau yfp/CFP y se puede apreeiar
su asociaci6n con microtdbulos.

Los  ensayos  se  realizaron  de  aouerdo  aparece  en  Materiales  y  M6todos.  En  la

figura  7  podemos  comparar  la  recuperaci6n  de  fluorescencia  en  condiciones  control  y

AP, Ia gfafica correspondiente a la situacj6n control corresponde a una ourva tipica de una

mol6cula  m6vil  con  una  recuperaci6n  completa  de  fluorescencia,  per  el  contrario  se

observa  que al  agregar  10 iiM  de AP  por 24  horas,  la recuperaci6n de la  fluorescencia

despu6s  del  fotoquemado  se  ve  .educida.  AI  calcular  los  valores  de  %  de  FRAP  y

fracci6n  m6vil    estos  dismjnuyen  al  exponer  las  celulas  al  tratamiento.  En  el  caso  del
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tratamiento con  H202,  tambi6n  produce  un efecto de  reducci6n  en  el  %  de  FRAP,  pero

ademas  observamos  que  la  fracci6n  m6vil  se  ve  atln  mss  disminuida,  con  respec(o  al

tratamiento con AP.

FRAp edk5-yFp
Col,Oo'

a          2co        ae        7co        loco       i2so
Ttry '®

Rocuperacl6n do la Fluorescencia

I pso,3971 re|

FIW cdk6-YFP
T~o con A824 h

•   Quende

Figure 7. FRAP cdk5 en condiciones coritrol y tratado con AB per 24 horas y

100 im H2021 h, Transfecciones transientes de cdk5-YFP con lipofectamina 2000.

FRAP realizado par 500 iteraciones a un 100 % transmisi6n, con un 50 % output por

30 segundos. A.-Curva de recuperaci6n de fluorescencia en condiciones controles.B.-

Curva de recuperaci6n de la fluorescencia de celulas N2A tratadas con  10 LLM de AP

por 24 h. C.-  Grafico % FRAP, calculado de tres expen-mentos independientes de
acuerdo a la ecuaci6n 1 descrita en Materia[es y M6todos. I).-  Graeco Fracci6n

M6vil, calculado de tres experimentos independientes utilizando la ecuaci6n 2,

descrita en Materiales y Metodos.

Con respecto a los ensayos realizados con la construoci6n de p35-CFP, se utiliz6

como tratamiento  H202  100  HM  por  1  hora.    En  el  caso de  p35-CFP,  Ia  ourva  control de

reouperaci6n de fluorescencia es similar a un ourva tipica de moleoula m6vil, pero en ningdn

caso  recupera  totalmente  la  fluorescencia  inicial.  Ademas  al  realizar  el  tratamieuto  con

23



H202,  observamos  una  situaci6n  similar  a  lo  oourrido  con  la  construcci6n  de  cdk5-YFP,

donde existe ademas de un retardo en la reouperaci6n de la fluorescencja, una disminuci6n

de la fracci6n m6vil, como se aprecia en la figura 8.

a          2co        co        7co       ioe®      i2D
tkmpe 'e)

%FFve p35J>Fp

8                FR^F. p35CFF. Trando
con per6xldo 1 h

0               10              20              sO              q
ttry (nth)

Fracckin M6vil p35CFP

-p35Jxp

Figura 8. FRAP p35CFP en condiefones confrol y tratado per 1 hora con

H202 de hidfogeno loo iiM.

Llneas celulares N2A fueron transfectadas transientemente con p35CFP y tratadas

por 1  hora con 100 uM de H202. Los ensayos de FRAP se realizaron de la misma
maneTa que en la figura 7. A.-  Curva de reouperaci6n de la fluorescencia en

condiclones control. 8.  Curva de recuperaci6n de la fluorescencia en oultivo tratado

con H202  por 1  hora. C.-  Gfafico de % de FRAP caieulado de aouerdo a eouaci6n 1

de Materiales y Metodos, de tres experimentos independientes. D.- Gfafico de fa

Fracci6n M6vil de p35{FP calculado de aouerdo a tres experimentos independientes

con la ecuaci6n 2 de Materiales y Metodos.

Tambi6n  se  realizaron  estudios  con  la  proteina  cdk5  mutante  de  p6rdida  de

funci6n  Y15F,  desarrollada  durante  la  tesis  de  biotecnologia  de  Omar  Ramirez.  Esta

quinasa habia mostrado una menor actividad,  y decjdimos realizar ensayos de FRAP en

presencia de H202,  para observar si existia algdn cambio con respecto a la proteina  w//d
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type.   En la figura 8 podemos observar e[ gfafico correspondiente a un curse temporal de

medicj6n de la intensidad de fluorescencia en condiciones control y con H202.  Al contrario

de  lo  observado  en el  case de  cdk5-YFP,  al  realizar el foto|uemado se  produce  una

djsminuci6n en la reouperaci6n de la f]uoresoencia, tanto en condjci6n control como en el

tratamiento  con  H202.  Al  calcular  el  %  de  FRAP  encontramos  que  al  contrario  de  la

situaci6n anterior, al agregar tratamiento existe un inoremento del porcentaje con respecto

a  la  situaci6n  control.  En  ouanto  a  la  fracci6n  m6vil  ambas  situaciones  producen  una

disminuci6n de la fracci6n m6vil.

FRAP cdk5 mt rm
Con"

que-giE
=E

IE]_.--
a.cO  a.zf  a,p  a.7e  Ice  iLz.  lip  1.7s  ZCO

Tbpe (Iwh)

%FRAF' cdk6 mt YFP

Ffun cdk5 iTrt yFPPe- 1 I,on

_¢quenalo

aue® oL2S aJp  ai.  io  1:z.  ii®  .in  zoo
Ttry 'rfu)

Fracck}n m6wil cdk5 mt YFP

Cad                 Pb&|1L,

Fjgura 9. FRAP de cdk5 Y15FYFP, control y tratado con 100 pM de H202 per
1 hera.
Transfecci6n transiente de N2A con cdk5 Y15F por 24 horas. FRAP realizado
en las mismas condiciones que figura 9 y 10. A.-  Curva de recuperaci6n de
fluorescencia en condiei6n contoI. 8.-  Curva de recuperac]'6n de fluoresoencja tratada
con H202.  1  hora, C.- Grafico % FRAP D.- Gfafico Fracci6n M6vil. C y D de acuerdo a
ecuaci6n  1 y 2 respecti`ramente de Materiales y Metodos.
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2.-Ana]izar  ]a  interaccj6n  normal  de  cclk5-p35  y  cdl{5-tau  per  medio  de  FRET  en

c6lu[as de neurob[astoma, en cohdjciones norma[es.

Por  estudios  realizados  previamente  en  nuestro  laboratorio,  se  conocia  que  la

proteina  cdk5,  una quinasa que desempefia  un  papel  muy importante en  el  cerebro,  es

activada   por   una   ciclina   denominada   p35.   Aquello   se   demostr6   por   tecnicas   de

inmunoprecipitaci6n,  asi  como  tambien  par  ensayos  de  co-localizaci6n.  (Alvarez  y  cols

1999,   Tarricone   y   cols  2001).   Nuestro   principal   objetivo   durante   esta   memoria,   fue

demostrar que estas dos proteina interactuaban en  un sistema celular Win vivo",  mediante

un  nuevo acercamiento,  utilizando  la emergente tecnica de  las  proteinas fluorescentes,  y

su gran utilidad en biologia celular.

Para  realizar  este  estudio  debieron  estandarizarse  previamente  la§  condiciones

bajo  las  cuales  se  trabajaria.  Dado  que  para  el  desarrollo  de  esta  memoria  se  habra

clonada   cdk5   en   PEYFP,   y  este   vector  se   caracterjza   por  una   alta   intensidad   de

fluorescencia  in vivo,  se  decidi6 transfectar las  c6lulas  con  una  relaci6n  de  1 :2 de cdk5-

YFP y p35-CFP,  para  poder detectar la presencia  de  p35.  Ademas,  en  el  laboratorio se

desarroll6 una mutante de cdk5 en donde se cambi6 la tirosina en la ubicaci6n numero 15,

por una fenilalanina (descrita en la tesis de Omar Ramirez),  que se afiadi6 a los estudios

de FRET para comprobar su actividad.

Para graficar los datos obtenidos, se obtuvieron las intensidades de fluorescencia

de las regiones de inter6s (Rol) de las 10 imagenes.  (Karpova y cols 2002).  El analjsis de

transferencia de energia puede ser determinado por varios m6todos. Nosotros elegimos la

aproximaci6n del foto-quemado del aceptor.  Debido a dificultades tecnicas,  no fue posjble

el  foto-quemado  completo  de  YFP  completamente,  asi  que  se  realiz6  un  analisis  con

respecto al dador.   El proceso de transferencia de energia entre CFP e YFP implica que la

energia total de emisi6n de CFP no es detectada completamente cuando se encuentra a

26



una  distancia  menor al  radio  de  F6rster,  ya  que  parte  de  esta  energia  es transmitida  a

YFP,  utilizando esta caracteristica, si se elimina por lo menos en parte al aceptor, es decir

a YFP,  la energia de emisi6n del dador,  en  este caso CFP se ve incrementada  una vez

realizada  el  toto-quemado  del  YFP.  Al  realizar  un  curso  temporal  de  esta  emisi6n  de

energia, si apreciamos un incremento de CFP despues del toto-quemado, podemos decir

que existi.a previamente transferencia de energia entre ambas mol6culas estudiadas.

En la Figura  10 A podemos observar que no existe transferencia de energia entre

las  proteinas  cdk5-YFP  y  p35-CFP  en  condiciones  controles.  Una  vez  realizado  el  foto-

quemado   del   aceptor,   en   nuestro   caso   cdk5-YFP   existe   una   disminuci6n   en   la

fluorescencia del  dador.  Esto  impljca que  no  existi6  una transferencia de  energia  prevja.

Al   realizar   el   calculo   del   porcentaje   de   FRET   de   acuerdo   a   la   eciiaci6n   3,   nos

encontramos  que  los  valores  de  transferencia  de  energia  son  negativos,  ya  que  al  no

incrementarse  el  valor  de  la  intensidad  de  fluorescencia  del  dador  despues  del  foto-

quemado,  la  relaci6n  entre  la  fliiorescencia  antes  y  despues  decrece.  Esto  se  puede

observar en el gfafico de la Figura 13.

Uno  de  los  blancos  naturales  del  complejo  cdk5/p35  es  la  proteina  de  uni6n  a

microtdbulos tau.  Par esta raz6n decidimos realizar estudios de transferencia de energia

entre  estas  dos  proteinas.  En  la  Figura  13  A  se  muestra  una  curva  temporal  de  las

intensidades  de  fluorescencia  de  cdk5-YFP  y  tau-CFP.  Despu6s  del  foto-quemado  del

aceptor es posible apreciar un leve aumento en la intensidad de fluorescencia del aceptor,

en  este  caso  tau-CFP,  por  lo  tanto  no  es  posible  determinar si  existe  transferencia  de

energia entre cdk5-YFP y tau-CFP en condiciones controles.  En la Figura 118 se muestra

la imagen antes y despu6s del foto-quemado de los tres canales YFP,  CFP y FRET.  En

cuanto  al  porcentaje  de  FRET  al  igual  que  en  el  caso  anterior,  el  valor  promedio  es

negativo, como se aprecia en el gfafico de la Figura  13.
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-p35CFP
- cdk5-YFP
-FRET

o.o         2.6        6.a        7*i       iao      t2.s      16.a
Ttry (nth)

p35-CF P                  cdk5-YF P                     F R ET

Antes del quemado

Despues  del quemado

Figura 10. FRET entro cdk5-YFP y p35€FP, sln ti.atamlento.
Grafico  e imagen representativa de los dates intensidad de fluorescencia recolectados
en 10 puntos,  por 3 canales que dan cuenta de, canal CFP, canal YFP y canal
de FRET, de acuerdo al esquema mostrado en materiales y metodos.
A.-Curva de curso temporal de fluorescencia de p35-CFP (azul), cdk5-YFP
(amarillo)  y FRET (rojo). 8.-  lmagen representativa antes y despues del fotou:iuemado
de celulas transfectadas transientemente con cdk5-YFP y p35CFP, diferenciadas por
24 horas con 2 mM Dbt.

Posteriormente   decidimos    observar   si    era    posible   detectar   algtln   tipo   de

transferencia de energia entre dos construcciones de la proteina tau-CFprvFP.  La EA se

caracteriza por las lesiones intracelulares denominadas ONF, que son acumulaciones de

PHF,  como  consecuencia  del  agregado  de  la  protelna  tau  hiperfosforilada.  Como  un

posible modelo,   intentamos detectar la transferencia de energia entre dos construcciones

de la proteina tau con  PEYFP a PECFP.   En la Figura  12A es posible observar un curso

temporal  de  la  intensidad  de  fluorescencia  en  condiciones  controles,  de  la  proteina  tau-
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CFP  y  tau-YFP.   Una  vez  realizado  el  toto-quemado  del  aceptor,   que  en  este  caso

corresponde a tau-CFP, observamos que no existe transferencia de energia entre ambas

mol6culas.  Al  realizar el  calculo  del  porcentaje  de  FRET volvemos  a  encontrar  un  valor

negativo,  al  no  haber  incremento  en  la  intensidad  de  fluorescencia  del  dador,  esto  se

aprecia en la Figura  13.

a6        e.o        7.i       loo      12.6      ie.a
Ttry (mho)

-cdk5YFP
-frocFP
_FFer

Antes del quemado

Despues del quemado

tau-CFP                   cdk5-YF P                      F R ET

Figura 11. FRET entro cdk5-YFP y taucFP, sin tratamlento

Transfecci6n y adquisici6n de imagenes, en las mismas condiciones de figura  10.

A Curva de curso temporal intensidades de fluorescencja de cdk5-YFP (amarillo),

tau€FP (azul), FRET (rojo). a.- lmagenes representativas de transfecci6n

transiente de cdk5-YFP y tu€FP en condiciones controles antes y despues del

fotoquemado del aceptor,
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Para poder analizar los datos de FRET, y debido a que quemar completamente el

aceptor no fue posible,  se decidi6 expresar la cantidad de FRET de acuerdo al  aumento

en  la fluorescencia  del  dador despu6s  del  quemado.    (Karpova  y cols,  2002,  Kim  y cols

2005, Kretzschmar y col 2004)

EF =  (  16 -15) *100 / 16   (ecuaci6n  3)

Donde  ln  corresponde  a  la  intensidad  de  la fluorescencia  de  CFP  en  el tiempo  n.

Debido  a  que  el  quemado  ocurre  entre  los  puntos  5  y  6,  esta  f6rmula  da  cuenta  del

incremento  en  la  intensidad  de  fluorescencia  de  CFP  despues  del  quemado  de  YFP,

normalizado por la fluorescencia de CFP antes del quemado. Ademas, el porcentaje de la

potencia del laser utilizado se eligi6 para evitar un foto-quemado durante la captura de la

imagen  (0,15  %  transmisi6n).  En  la  Figura  13  podemos  observar el  porcentaj.e  de  FRET

obtenido  con  los  distintos  pares  de  proteinas  de  fusi6n  en  condiciones  controles.   La

interacci6n  entre  cdk5-YFP  y  su  activador  p35,   entre  tau-CFP  y  cdk5-YFP,   entre  la

prote[na tau fusionada a CFP y a YFP, entre la mutante sin actividad de cdk5-YFP y tau, y

el control de FRET estocastico de los plasmidios solos.

Controles % FRET

I.10a:lL=-2i).
RE•.onescontroles.

I    ...I.

Figura 13. Porcentaje de FRET de situ
Porcentaje de FRET calculado de acuerdo a la ecuaci6n 3.
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3.-Analizar los  cambios  de  distribuci6n  subcelular   y  la  interacci6n  de  cdk5-p35 y

cdk5-fau  por medio de FRET en c6Iulas de neuroblastoma tratadas con AP,  y con

per6xido de hidr6geno, en condiciones que promueven degeneraci6n neuronal.

Para  abordar este  objetivo,  se  procedi6  de  la  misma  manera  que  en  el  objetivo

anterior,  pero  se  realizaron  distintos  tratamientos  a  los  distintos  pares  de  prote[nas  de

fusi6n.

Estudios  previos  de  nuestro  laboratorio  han  demostrado  que  la  presencia  del

p6ptido   beta-amiloide   en   cultivos   de   neuroblastoma   de   rat6n   y   en   cultivo   primario

producen un incremento en la actividad de la proteina quinasa cdk5, e§tos estudios fueron

muy  relevantes  en  contribuir  en  la  dilucidaci6n  de  la  patologia  de  la  enfermedad  de

Alzheimer.

Otro factor de  intefes  es  el  estudio  del  efecto  del  estfes  oxidativo  en  el  complejo

cdk5/p35.  En  nuestro laboratorio se ha reportado que la presencia de especies reactivas

de  oxigeno  (ROS),  en  cultivo; celulares  se traduce  en  un  incremento de  la  actividad  del

complejo  cdk5-p35  (Zambrano  y  cols  2004).  Todos  estos  estudios  se  han  realizado  de

manera  indirecta,  al  observar la  actividad  quinasa  por inmunoprecipitaci6n  del  complejo,

en las distintas condiciones.  Es por esto que deseabamos desarrollar un ensayo que nos

demostrara la interacci6n del complejo en un celula viva.  La actual tecnologia nos permite

desarrollar estos ensayos, y hacer un curso temporal de la actividad de la proteina, en un

cultivo  vivo.  Como  se  observ6  en  el  objetivo  anterior,  no  se  detect6  transferencia  de

energia  en  condiciones  controles,   pero  no  se  puede  descartar  que  las  protefnas  en

realidad esten interactuando.  La proteina de fusi6n que se introduce en la c6lula,  no es de

un   tamafio   menor,   y   esto   puede   dificultar   la   detecci6n   del   FRET.   Al   introducir   un

tratamiento que intensifique la interacci6n de estas proteinas,  pretendemos detectar una
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transferencia de energia que nos indique que el sistema de proteinas se encuentra a una

distancia lo suficientemente cerca, como para que se produzca una jnteracci6n.

El  mecanismo  usado  para  la  detecci6n  de  FRET  fue  igual  al  objetivo  anterior,

afiadiendo un tratamiento,  peptido AB 10 HM por 24 hora§,  o  1  hora de exposici6n a H202

100  HM.

En la figura 14 A observamos que ante la presencia del peptido AP en el cultivo,  Ia

transferencia   de   energia   entre   cdk5-YFP  y  p35-CFP   incrementa   con   respecto   a   lo

observado  en  la  Figura  10.  AI  realizar el  fofo-quemado  del  aceptor,  es  decir cdk5-YFP,

podemos notar un incremento por parfe del dador,  en este caso p35-CFP,  como muestra

la Figura  14A.   AI realizar el calculo del porcentaje de FRET de acuerdo a la ecuaci6n  3,

observamos  un  incremento  con  respecto  a  la  situaci6n  control,  como  se  muestra  en  la

Figura 16.

Una  vez  realizados  los   experimentos  en  presencia  del   p6ptido  AP,   decidimos

agregar en el sistema H202100 HM par 1  hora de acuerdo a las condiciones establecidas

por Zambrano y col.  En la Figura 15 A se observa un curso temporal de una transfecci6n

transiente  de  cdk5-YFP y  p35-CFP,  al  exponer el  cultivo  celular a  la  presencia  de  H202

100 HM se produce un aumento en la transferencia de energia, que es posible de detectar

debido  al  aumento  en  la  intensidad  de fluorescencia  que  produce  el  dador despu6s  del

foto-quemado.   Al   calcular   el   porcentaje   de   FRET   producido   por   este   tratamiento

observamos  que  existe  un  incremento  significativo  con  respecto  a  la  situaci6n  control,

como se observa en la Figura 16.

Resumiendo,  con  respecto  al  complejo  cdk5/p35  se  observa    un  incremento  del

porcentaje  de  FRET  ante  la  presencia  de  ambos  tratamientos,  p6ptido AP  y  H202  con

respecto a  las  situaciones  controles  observadas  previamente.  Es decir,  la  presencia del
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tratamiento   produce   un   incremento   en   la   transferencia   de   energia   entre   estas  dos

proteinas.

Antes del quemado

Despu6s del quemado

01234607

Ttompo (m'I1)

p35-CFP

-p3&CFP
-edk5-yFp
-FRET

cd k5-YFP                 FR ET

Figure 14. FRET cdk5-YFP p35-CFP tratado con 10 LLM AB par 24 horas.
Transfecci6n transiente de cdk5-YFP y p35€FP como se explica en Figura 10,
tratamiento con  10 HM AP por 24 horas, se retira el medio, se realizan 3 lavados con
PBS y se agrega media KRHG. A.-  Curva de curso temporal de cdk5-YFP (amarillo),
p35-CFP (azul) y FRET (rojo). a.-  lmagen representativa, antes y despues del
fotoquemado.
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exi§te un incremento en la intensidad de fluorescencia del dador una vez realizado el foto-

quemado  de  cdk5-YFP.  Se  produce  la  misma  situaci6n  que  se  mostr6  en  la  condici6n

control,  por lo tanto al calcular el porcentaje de FRET, este valor es negativo, tal como se

observa en la Figura 18 8.

Luego se realiz6 el mismo ensayo pero el tratamiento  utilizado fue  H202,  como se

observa el  la  Figura  18 A,  el  curso temporal  de la intensidad de fluorescencia  nos  indica

que no existe transferencia de energia entre cdk5-YFP y tau-CFP, al realizar el calculo del

porcentaje de FRET,  al igual que en el caso anterior es negativo como se observa en la

Figura 18 a.

Debido    a    que    existe    evidencia    de    que    la    proteina    tau    al    encontrarse

hiperfosforjlada  produce  una  autoagregaci6n,  nos  preguntamos  si  esta  jnteracci6n  era

posible  de  detectar  /.n  v/.vo,   par  medio  de  FRET.   En  nuestro  laboratorio  se  estaban

realizando  estudio§  con  estfes  oxidativo,  y decidimos  aplicar este tratamiento  y observar
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FRET enti.e tau€FP y cdk5-YFP
tTalado con per6xido 1  h

a        leo     Zoo     soo     Coo     6eo     Coo     7ol)

hapo (9)

FRET entro taii€FP y tau.YFP
tratado con per6xido por 1  h

a        ae     itco    lam    2ooo    zeoo    eooo
"xp (s)

-fu-CFP
-cdk5-YFP
-FFFT

- fau-CFP
-hoYFP
-FFer

% Fret cdk5 -Tau

ELREFE*                   E              BEE

%FREt entro taucFP y
tau-YFP

Figura 18 FRET entre tau-CFP/cdk5-YFP y entre tau-CFphau-YFP expuesto

por 1 hera a 100 LLM con H202,  y grafico de poreentaje de FRET en cada caso.

Transfecciones transientes de acuerdo a se muestra en Materiales y M6todos,

tratamiento de 1  hora con  100 iiM de H202, despues del tratamiento, se retira el medio

se lava tres veces con PBS y se agrega medio KRHG.

A.-Curso temporal de la intensidad de fluorescencia de cdk5-YFP (amarillo)

tau-CFP (azul) y FRET (rojo). a.- Grafico de porcentaje de FRET  para cdk5Itau

calculadct de acuerdo a ecuaci6n 3 descrita anteriormente. C.-  Curva de curso

temporal de tau-YFP (amarillo), tau-CFP (azul) y FRET (rojo).  D.-  Gfafico de

porcentaje de FRET de tau/tau calculado de acuerdo a ecuaci6n 3 de manera similar

al gfafico anterior.
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DISCUSION

El  avance  en  la  tecnologia  nos  ha  permitido  revivir  antiguas  tecnicas,   que

aunque  de  gran  utilidad,  eran  complejas  de  realizar con  los materiales  disponibles  en

ese momento. Especialmente el avance en el estudio de la proteina fluorescente verde,

y   la   emergente   ingenierfa   gen6tica,   que   nos   permiti6   obtener  variantes   de   esta

proteina,  facilitaron  el  avance  de  la  bio]ogia  celular  y  en  especial  el  estudio  de  las

proteinas,  pero ahora en el inten.or de una c6Iula viva.

Al  acoplar t6cnicas  como  el  FRET y  el  FRAP  a  estas  nuevas  proteinas,    ha

permitido   confirmar,   refutar  a  proponer  nuevas  teorias  tanto   en   la  interacci6n   de

proteinas, come en su movilidad en el interior de la c6lula.

En  nuestro  laboratorio,  el  pn.ncipal  motivo  de  investigaci6n  se  enfoca  en  el

estudio  de  un  complejo  formado  por  la  proteina  quinasa  cdk5  y  su  activador  p35,  y

como  este  complejo  es  des-regulado  durante  el  transcurso  de  la  enfermedad  de

Alzheimer.   Aunque   prevjamente   se   habia   propuesto   que   estas   dos   proteinas

interactuaban, solo se habia realizado de la manera convencional, y fue de gran intetes

para nosotros determinar si esta interacci6n podrl.a ser visualizada por FRET.

Gracias   a   la   gentil   donaci6n   del   Dr.   Jovjn,   del   Max   Plank   Institute   for

Biophysical-Chemistry   en   Alemania,   que   nos   proporcion6   los   vectores   PECFP   y

PEYFP,    logramos   construir   proteinas   de   fusi6n   de   nuestro   complejo.   Ademas

agregamos  algunas  proteinas  de  intefes  en  nuestro  laboratorio,  como  uno  de  los

blancos del complejo cdk5/p35,  como lo es la proteina del uni6n al citoesqueleto, tau, y

una  proteina  cdk5 Y15F que  no  posee  actividad quinasa,  desarrollada  en  la tesis  de

Omar Ramirez.
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El primer paso fue desarrollar las proteinas de fusi6n y demostrar que la adici6n

de esta variante de la proteina fluorescente verde (yellow fluorescence protein YFP o

cyan  fluorescence  protein  CFP),  no  afectaba  su  actividad,  y  que  era  correctamente

expresada en la c6lula.   La secuenciaci6n de los vectores obtenidos mostr6 Ia correcta

clonaci6n  de  los  fragmentos  obtenidos,  y  la  bioquimica  indic6  que  las  proteinas  se

estaban expresando y eran detectables por anticuerpos.

En cuanto a la actividad de la quinasa, como se observa en la figura 6, no se vio

afectada por la proteina de fusi6n.

Para los ensayos de recuperaci6n de la fluorescencia o FRAP,   se expresaron

los datos en porcentaje de la recuperaci6n de la flLIorescencia. Coma se aprecia en la

figura  9,  que  representa  las  mediciones  para  la  proteina  cdk5-YFP  en  presencja  y

ausencia del p6ptido AP, adema§ tambi6n se muestra el efecto de per6xido. No mos fue

posible  obtener  el  valor  te6rico  de  la  recuperaci6n  de  fluorescencia,  pero  decidimos

realizar  una   comparaci6n   con   respecto   a   la   situaci6n   control.   Aunque   los   datos

obtenidos no son significativos, nos muestran una tendencia, en donde la presencia del

tratamiento produce una disminlici6n del porcentaje de recuperaci6n.  Si analizamos la

situaci6n con detenimiento,  es un proceso esperado, ya que al agregar el tratamiento,

esto  se  traduce  en  una  activaci6n  del  complejo  cdk5/p35.     Esta  interacci6n  puede

provocar la  disminuci6n  en  la  recuperaci6n  de  la fluorescencia,  ya que  al  activarse  el

complejo, la uni6n de p35, podria provocar este desfase, al capturar la proteina cdk5, y

comenzar a  producir las  reacciones  de fosforilaci6n.    Esto tambi6n  se  observa en  la

disminuci6n de [a fracci6n m6vil de las  proteinas,  ambos datos nos dan  indicios de un

desfase en  la recuperaci6n,  y una disminuci6n de la fracci6n  m6vil que dan cuenta de

la activaci6n.
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En  el  caso  de  p35,  realizamos  solo  el  ensayo  en  presencia  de  per6xido  de

hidr6geno,    y esto  nos  mostr6  Ia  misma  tendencia  que  la  proteina  cdk5.  Existe  una

tendencia  de  disminuci6n,  pero  n.o  resulta  significativa,  por  lo  tanto  solo  nos  podrra

indicar una  cantidad  de  proteina  que  esta  reteniendose  en  algdn  lugar,  posiblemen{e

interactuando con edk5.(Lippincott y cols 2001 )

Al   realizar  ensayos   con   cdk5   Y15F   YFP,   nos   encontramos   con   un   dato

contrario,  al  observar el  porcentaje  de  recuperaci6n  de fluorescencia  en  el  control.  el

valor es mucho menor en promedio que al exponer el cultivo a per6xido de hidr6geno,

quizas  la  mutaci6n  efectuada  esta  provocando  un  secuestro  del  complejo,  ya  sea  en

algtln  compartimiento,  o  uni6n  a  alguna  proteina.    No  sabemos  que  esta  ocurriendo

con  el  complejo,  ya que no  esta  activo,  tal  como  lo  muestra el ensayo  de actividad,  o

en  realidad  es  la  propia  cdk5  mutada  la  que  al  unir  el  activador  autosecuestra  el

complejo, esto podria ser una posibilidad.

En cuanto al segundo objetivo, nos interesaba estudiar si era posible detectar la

interacci6n  entre  cdk5/p35 y cdk5/tau,  aunque tambien  se  agregaron  estudios  con  la

proteina   cdk5   mutante  Y15F.   Debido   a   la   naturaleza   de   la  tecnica,   deseabamos

estudiar  por  FRET  en   condiciones   normales  estas   interacciones.   Ademas   en   un

principio   nos   habiamos   planteado   realizar   estos   estudios   en   cultivo   primario   de

hipocampo de rata,  un modelo mucho m5s cercano de estudio, pero la dificultad de la

transfecci6n   de este tipo de c6lulas, y el hecho de necesitar una co-transfecci6n,  nos

llev6 abandonar ese acercamiento y solo enfocamos en la factibilidad de la t6cnica en

un  modelo  de  linea  celular.  Atln  asi  fue  de  gran  dificultad  estandan.zar  la  tecnica,

debido   al   poco   conocimiento   que   existia   en   nLlestro   medio,   es   asi   que   fujmos

realizando modificaciones en el camino de nuestros experimentos.
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El  microscopjo  uti[izado,  LSM  Meta  510,  permitia  utilizar un  output de  laser de

un 50 %, esto se realizaba para poder efectuar el toto-quemado de YFP, que debido a

su gran energia era diffcil de conseguir, pero en el caso de la captura de imagenes solo

se utilizaba un 0,15 % del  output,  para disminuir el ruido de la imagen,  En cuanto a la

captura  de  las  imagenes,   Ios  canales  YFP  y  FRET  se  obtuvieron  con   la  misma

ganancia, para no observar el ruido, y en la excitaci6n se utiliz6 la misma configuraci6n

para CFP y FRET.

Establecidas  estas  consideraciones,  nos  preocupamos  de  las  cantidades  de

DNA  utilizadas.   Inicialmente   habiamos  disefiado   el   estudio  trabajando   con   lineas

estables de N2A que expresaran alguna de las dos construcciones, y luego transfectar

el  otro plasmidio.  Lamentablemente nos encontramos con  la sorpresa que en  el caso

del vector CFP, independiente cual fuera la proteina acoplada, se perdJa a medida que

se iba seleccionando la c6lula.  La proteina es detectable durante la selecci6n,  pero por

microscopia  la  fluorescencia  obtenida  no  es  suficiente  para     la  realizaci6n  de  los

ensayos.   For  estas  razones  decidimos  trabajar  con  transfecciones  transitorias  de

proteinas,  pero el vector CFP siempre fue  afiadido  en el  doble de  concentraci6n que

YFP.     Las  c6lulas  en  las  cuales  se  realizaron   los  ensayos,     expresaban  ambas

construcciones en  aproximadamente una misma intensidad. Al realizar los ensayos tal

como se muestra en la Figura 10,  no encontramos un FRET real, aunque observamos

serial  en  el  canal  de  FRET,   al  realizar  el  analisis  matematico  del  porcentaje,   nos

encontramos que despil6s del foto-quemado se produce una disminuci6n en  el canal

del  dador,  esto  explica  el  valor  negativo  que  nos  muestran  los  gfaficos,  Figlira  13.

Inicialmente pensabamos que encontrarfamos un FRET basal, pero en ninguno de los

casos lo encontramos.  Esto no quiere decir que las proteinas no est6n interactuando,

puede  deberse  a  que  la  adici6n  de  la  proteina  fluorescente  amarilla  o  celeste,  no
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permita una distancia suficiente  para la transferencia de energia.   Realizamos ensayos

entre  las  proteinas  cdk5/p35,  cdk5/tau.  cdk5  muvtau,  tau/tau,  y  en  ninguno  de  los

casos  los  valores  obtenidos  correspondian  a  un  FRET  real,   incluso  al  realizar  un

ensayo entre los vectores no fusionados,  como  un  control,  tambi6n  nos encontramo§

con valores negativos.

Aunque   esto   no   era   lo   qLle   espefabamos,   decidimos   realizar  los   mismos

estudios  en  presencia  AP,  para  observar  si  existia  algi]n  cambio  en  la  interacci6n

detectable   por   FRET.   Ademas   tambien    agregamos    iln   tratamiento   extra   que

correspondla  a  la exposici6n  a  H202  100 prM,  que  previamente  en  nuestro  laboratorio

(Zambrano y cols 2004), habia demostrado activar este complejo.

En  la  Figura  14,  podemos  observar un experimento representativo,   en donde

se  muestra el  FRET entre cdk5/p35  en  pre§encia de  10 uM de Af3. En el gfafico que

muestra  el  curso  temporal  de  la  intensidad  de  fluorescencia,  antes  y  despu6s  del

quemado   del   aceptor,   podemos   apreciar   un   aumento   de   la   intensidad   de   la

fluorescencia del dador, que nos muestra un porcentaje de FRET de   14,79 (± S.E.M),

que   si    lo   comparamos   con   el   valor   negativo   obtenido   en   el    objetivo   2,    es

significativamente  mayor.    Esto  posiblemente  se  puede  deber a  que,  como  propone

Alvarez   y   cols,   al   producirse   la   activaci6n   del   complejo,   esto   puede   producir

modificaciones  post-transcripcionales  que  est6n  contribuyendo  a  una  disminllci6n  de

las distancias a la cual se encuentran ambas proteinas.  Lo cierto es que al exponer el

cultivo  al  p6ptido,  esto  provoca  un  aumento  de  la  interacci6n  que  es  posible  detectar

por medio de la t6cnica de FRET.

Este  mismo  complejo  se analiz6,  pero  ahora expuestos  a  H202,  por 1  hora.  La

Figura  15  no§  muestra que al  igual  que en  el  caso  anterior,  la  presencia del  per6xido
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provoco  un  aumento en  la  cantidad de  FRET,  y  este  analisis se  realiz6  de  la  misma

manera  que  en  el  caso  anterior.  En  este  caso  el  porcentaje  de  FRET  obtenido  fue

18,39  (± S.E.M).  Al  igual  que  en  el  caso  anterior,  probablemente  la  posible detecci6n

de  FRET  s6lo  durante  la  exposici6n  al  per6xido,  puede deberse  a  cambios  en  cdk5,

favorecidos   por  estos  tratamiento   (AB  y   H202),   que   permitan   la   detecci6n   de   su

interacci6n con p35.   Pero es importante recalcar. que en el caso anterior donde no se

observa  FRET  real,  no  es  posible  descartar su  interacci6n,  la  cual  ha  sido  probada

previamente,   pero  que   la   presencia   de  estos  factores   plleden   estar  provocando

cambios estriicturales que hagan posible la detecci6n de la interacci6n por FRET.

Como se ha discutido previamente en nuestro laboratorio,  no se sabe a ciencia

cierta  como  los  cambio  en  cdk5  provocados  por el  AP  pueden  contribuir a  la  muerte

neuronal,  (Alvarez y  cols  1999)  s6lo  sabemos  que  existe  un  aumento  en  la  actividad

del  complej.o,  que  altera  el  citoesqueleto  de  la  celula,  o  bien  podria  estar  activando

alguna via apopt6tica, incluso podrian ser ambos factores. Nosotros no fuimos capaces

de  detectar cambjos en  la  interacci6n  entre  cdk5-tau   a  tau-tau  por medio  de  FRET.

Posiblemente estos cambios ocurrieran en tiempos posteriores de incubaci6n,  pero la

imposibilidad t6cnica de mantener la intensidad de fluorescencia despu6s de un par de

dias de la transfecci6n, asi como tambien el efecto t6xico de la presencia del AP en el

cultivo, pueden ser una posible causa de no poder de{ectar este fen6meno por tecnicas

de microscopia.

En  el  caso  de  la  incubaci6n  con  H202,  estudios  de  nuestro  laboratorio  ham

encontrado  que  aunque  existe  un  incremento  en  la  actividad  del  complejo  antes  la

presencia de ROS, algo que pudimos observar en nuestros estudios en la Figura 14 y

en  los  analisis  de  FRAP  desarrollados  en  el   primer objetivo,  al  momento  de  intentar
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determinar  la  interacci6n  de  este  complejo  con  la  proteina  tau.   no  se  detect6  un

aumento  en  la transferencia de  energfa.  Esto se puede expljcar ya  que estudios  con

ROS   en   el   efecto   sobre   tau,    se   encontr6   que   inicialmente   se   produce   una

desfosforilaci6n,  (Zambrano y cols 2004),  y  la  activaci6n  del  complej.o  probablemente

est6    dando  cuenta  de  la  actividad  sobre  otras  proteinas  que  se  encuentren  en  el

sistema, por ejemplo la fosfatasa PP1, que podria apoyar lo§ datos de desfosforilaci6n

que  se  observan  inicialmente.  Como  se  discuti6  anteriormente,  estos  efectos  no  se

pudieron  repetir  con  el  p6ptido  AP,  ya  que  no  se  observ6  efecto  a  las  24  horas,

aumentar el tiempo de tratamiento no era viable para las celulas.

Otro factor importante de destacar son  los estudios de la proteina  mutante de

perdida de funci6n  cdk5 Y15F YFP,  que nos muestran  que  atin  ante  la presencia  de

AP,   este   complejo  no  es  capaz  de  ser  detectado   por  FRET  para  deternninar  su

interacci6n. Al igual que en el caso de la detecci6n de FRAP, creemos que el complejo

puede   estar   siendo   secuestrado,    o   auto-secuestrado   por   la   proteina   mutante,

impidiendo asi su distribuci6n  normal,  y por supuesto su actividad,  debido a que es un

mutante sin actividad.

45



CONCLUSIONES

Nuestro  deseo  era  probar si  era  posible  utilizar un  nuevo  acercamiento  en  el

estudio de interacci6n de proteinas,  especialmente el complejo cdk5/p35 estudiado en

nuestro  laboratorio  dentro  del  contexto  de  la  enfermedad  de Alzheimer (EA).  Aunque

los  pn.meros  estudios  no  nos  dieron  resultados  positivos,  logramos  demostrar que  la

exposjci6n  del  complejo  a factores t6xicos  presentes  en  la  EA,  como  el  peptido  beta-

amiloide y especies  reactivas de  oxlgeno  (ROS)  como  el  per6xido  de  hidr6geno  eran

capaces de producir un aumento en  la interacoi6n entre cdk5 y p35,  detectable por la

transferencia de energia por resonancia de la fluorescencia. Ademas observamos por

el  la  recuperaci6n  de  la  fluorescencia  despu6s  del  toto-quemado  que  exist fa  cierta

tendencia  a  disminuir el  porcentaje  de fluorescencia  recuperado,  lo  que sugeriria  un

retraso par la captura de la proteina en el complejo activo.

En cuanto a la proteina tau,  creemos que mss estudios deben realizarse,  para

observar  su  interacci6n  o  sus  cambios  en  la  distribuci6n  ante  la  presencia  de  AP.

Observamos ciertos cambios en la di§tribuci6n,  pero no fue posible realizar mediciones

de FRET debido a la extremada baja intensidad de fluorescencia que se observaba en

aquellas   muestras,   pero   creemos  que   es   posible  realizar  estos   estudjos,   quizas

utilizando  el fragmento 25-35 del  p6ptido AP,   que  se  sabe  posee  Lln  mayor actividad

t6xica, y pueden realizarse estudios a un tiempo menor.

En  nuestro  laboratorio  se  han  desarrollado  algunos  p6ptidos  inhibidores  del

complejo    cdk5/p35,    pensando    a    future    como    una    terapia    contra    la    EA.    La

complementaci6n  de  estudios  de  estos  inhibidores  en   nuestro  sistema  de  FRET,
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pueden  contribuir a  la  caracterizaci6n  de  estos  peptidos,  como  un  paso  previo  de  la

investigaci6n a futuro.
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