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1. RESUMEN

La Proteina Asociada a Microtiibulos, tau, participa normalmente en el desarrollo
neuronal y es critica para definir la polaridad de las neuronas. Alteraciones patolégicas
de esta proteina pueden llevar a la formacién de estructuras anémalas como son los
ovillos neurofibrilares, los cuales estidn asociados a enfermedades neurodegenerativas
como es el caso de la Enfermedad de Alzheimer (EA). Una de las regulaciones
postraduccionales de tau ocurre a nivel de su fosforilacién en dos tipos de residuos. El
primer tipo y ampliamente descrito es la fosforilacién en residuos Ser/Thr, llevada a cabo
por varias quinasas implicadas en diversas vias de transduccién de sefiales. Entre ellas
estin cdk5 y Gsk3B, ambas relevantes durante el desarrollo neuronal y cuyas
desregulaciones son un elemento substancial en la EA. El otro tipo de fosforilacion que
ha sido recientemente descrito ocurre en residuos Tyr, promovido por proteinas Tyr
quinasas, entre las cuales se encuentran miembros de la familia Src como es la proteina
Fyn—que estd presente en cerebro y sistema inmunolégico. Cabe sefialar que esta
enzima se encontrd sobreactivada en la EA. Entre las cinco Tyr que posee la estructura
de tau, Fyn fosforila s6lo a Tyr18. Fyn se localiza preferentemente en las balsas lipidicas,
microdominios de membrana plasmadtica compuestos por colesterol y esfingolipidos que
participan en sistemas de transduccion de sefiales. La proteina tau también estd presente
en estos microdominios, siendo capaz de unirse a Fyn a través del dominio SH3 de esta

quinasa.




En esta tesis doctoral se analizaron los cambios a nivel de la fosforilacion de tau,
producidos como respuesta a tratamientos con el péptido amiloide APBzs.35. Se observo
también que tau se asocia a las balsas lipidicas independientemente de su unién con Fyn
e independiente de la fosforilacion en Tyrl8 inducida por esta quinasa. Se analizd la
distribucién diferencial en las balsas lipidicas de las variantes de tau fosforilada en
Tyr18, Thr231 y Ser306/404. Se observé que éstas se reorganizan en respuesta al
péptido amiloide ABssas. Las fosforilaciones en Tyr18 y en Thr231 aumentaron en las
“balsas lipidicas” a los 2 min de tratamiento, mientras que la fosforilacién en Ser396/404
s6lo fue detectable en las “balsas lipidicas™ luego de 10 min. Interesantemente, el
complejo cdk5/p35 fue detectado en las “balsas lipidicas” semejando la distribucién
temporal y subcelular de tau fosforilada en Ser396/404. Lo que indica una posible
relacion entre el complejo cdk5/p35 y esa variante de tau a nivel de las “balsas lipidicas”.
Al inhibir cdk5 con roscovitina, observamos que tanto el complejo cdk5/p35 como la
fosforilacién de tau en Ser396/404 fueron indetectables en las “balsas lipidicas”,
revirtiendo el efecto producido a los 10 min por el péptido amiloide.

Estos resultados sugieren una nueva sefializacion celular en respuesta al péptido
amiloide APys.35, donde se observaron cambios en el patrén de fosforilacion de la tau
asociada a “balsas lipidicas”. %ste evento podria deberse a la interaccién de tau con las

quinasas responsables en las “balsas lipidicas”.




2. ABSTRACT

Tau protein, a low molecular weight Microtubule-Associated Protein, is commonly
found in neurons and display several functions during neuronal development. Alterations
in the structural and functional features of this protein appear to be implicated in some
neurological disorders such as Alzheimer’s disease and tauopathies. One of its post-
translational regulations is the phosphorylation in two types of residues. The first and
widely studied is the phosphorylation in Ser/Thr residues, carried out by various kinases
implicated in different signaling pathways. These include the kinases cdk5 and GSK3,
of relevance in neuronal development, whose deregulations appears to be also implicated
in Alzheimer’s disease. The other type of residue is a Tyr phosphorylation conducted by
Src family kinases such as Fyn—present in brain and the immunological system and
overactive in Alzheimer’s disease. Among the five Tyr residues present in human tau,
Fyn phosphorylates only Tyr 18. Fyn is present in “lipid rafts”, plasma membrane
microdomains composed of cholesterol and sphingolipids that participate in signal
transduction systems. Interestingly, tau has been also found in “lipid rafis” and is able to
bind Fyn through an SH3 domain of the kinase.

The major objective of this thesis is the study of tau participation, in terms of
phosphorylation, to treatments with the amyloid peptide AB2s3s. We have seen that tau
can be associated to “lipid rafts” independent on the presence of Fyn and independent on

its phosphorylation at Tyr18. The phosphorylated variants of tau studied here (P-Tyrl8,




P-Thr 231 and P-Ser306/404) were differentially distributed on “lipid rafts”, and
rearranged upon the action of ABzsas. The phosphorylations at Tyr18 and Thr231
increased in “lipid rafis” after 2 min of treatment with the amyloid, meanwhile,
phosphorylation at Ser396/404 was detectable on these fractions only after 10min.
Interestingly, the c¢dk5/p35 complex was detected in “lipid rafts” mimicking the
distribution observed for phosphorylation at Ser396/404. This indicates a posible relation
between the complex and that phosphorylation of tau. By inhibiting cdk5 with
roscovitine, both the complex and Ser396/404 phosphorylation became undetectable in
“lipid rafts”, reversing the effect produced by 10min of amyloid peptide incubation.
These results suggest a new signal transduction system in response to amyloid
peptide A (25-35), where we observed changes in the phosphorylation pattern of the tau
subpopulation “lipid rafts” associated. This event is possibly due to the interaction of tau

with its kinases in “lipid rafts”.




3. INTRODUCCION

3.1 Planteamiento del Problema

Este trabajo de tesis doctoral estd focalizado en analizar los cambios en diferentes
patrones de fosforilacién de la proteina tau, y su fosforilacién en residuos Tyr, en el
contexto del estudio de la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer (EA), mediante un
modelo ampliamente utilizado para este fin como es la estimulacién de cultivos celulares
con fibras agregadas del peptido B-amiloide. Se ha descrito que Ia proteina tau participa
principalmente formando los llamados Filamentos Helicoilades Pareados (o su sigla en
inglés PHFs), los cuales a su vez durante ¢l avance de Ia enfermedad dan origen a los
Ovillos Neurofibrilares (ONF). Estos elementos se agregan intracelularmente
produciendo la citotoxicidad propia de una sobre agregacién proteica (Billingsley y
Kinkaid 1997; revisado por Goedert et al., 1995).

Los PHFs son autoagregaciones de la proteina tau hiperfosforilada, modificacion
que imposibilita el cumplimiento de su funcién citosolica normal, esto es, la regulacién y
estabilizacién de los microtiibulos y del citoesqueleto en general (Witman et al., 1976;
Correas et al., 1990; Farias et al., 1992; Lee y Rook, 1992; Moraga et al, 1993). Las
hiperfosforilaciones que hasta ahora han sido estudiadas afectan a residuos de tipo Ser o
Thr, efectuadas entre otras quinasas por cdk5 y Gsk3p (Billingsley y Kinkaid 1997;

Alvarez et al., 1999; 2001; Biernat et al., 1999; Taniguchi et al., 2001). Aunque existen




otras quinasas asociadas a este tipo de fosforilaciones en tau, los estudios dirigidos a Ia
EA se han concentrado en cdk35 y Gsk3[3 dada su evidente sobreactivacion (Takashima et
al., 1998; Alvarez et al., 1999, 2001; Town et al., 2002).

La proteina tau contiene en su secuencia aminoacidica otros residuos criticos que
pueden ser fosforilados y que hasta ahora han sido menos estudiados, tal es el caso de la
fosforilacién en Tyr. Tau posee cinco residuos Tyr de los cuales se han descrito tres
fosforilados: Tyr18 seria fosforilada por la familia de las Src quinasas, entre ellas Fyn y
Src (Lee et al., 1998, 2004); Tyr29 serfa fosforilada por otro miembro de Src quinasas,
Lck (Williamson et al., 2002); finalmente, Tyr394 serfa fosforilada por la quinasa c-Abl
(Derkinderen et al., 2005).

El interés por este novedoso modo de fosforilacion se sustenta en observaciones
que correlacionan la presencia de tau fosforilada en Tyr con: la autoagregacion de tau, la
generacién de los PHFs y el avance de la enfermedad (Vega. et al., 2005). En nuestro
trabajo escogimos estudiar la participacién de la proteina Tyr quinasa Fyn, porque a
diferencia de las otras Tyr quinasas que fosforilan a tau, ésta se encuentra sobreactivada
en la EA (Ho et al., 2005). De este contexto se derivan los dos primeros objetivos
especificos de la tesis.

El residuo Tyrl8 estd conservado entre las distintas isoformas de tau humana y
también en ratdn, rata, chimpancé y bovino, de lo que se infiere su participacién durante
el desarrollo del cerebro. Las similitudes entre fosforilaciones de tau presentes en
desarrollo fetal de cerebro y las presentes en la EA han sido descritas previamente. Una

de las fosforilaciones mds estudiadas de tau en dicha enfermedad es en Ser396/404,




también denominada epitopo PHF-1 debido a que se encuentra presente en los PHFs.
Esta fosforilacion, que es detectada normalmente durante el desarrollo neuronal del feto,
reaparece en la patologia (Kenessey y Yen, 1993; Combs et al., 1998). Ya que la
isoforma de tau que se une con mayor afinidad a Fyn es la expresada en estadios de
desarrollo neuronal fetal (Bhaskar et al., 2005), pensamos en la similitud que podria tener
la fosforilacion en Tyr18 en la EA con lo que ocuire con la fosforilacion en Ser396/404
en la EA. A raiz de esto se propuso estudiar la participacion de Tyr18 fosforilado en la
EA.

A continuacién se hard una breve descripcion de los elementos de estudio més

relevantes en este trabajo.

3.2 Contexto fisiolégico, celular y molecular de la Enfermedad de Alzheimer (EA)

La EA es una de las formas més comunes y estudiadas de demencia. La primera
descripcion de esta enfermedad fue realizada por Alois Alzheimer en 1907.
Generalmente afecta a adultos mayores de 60 afios disminuyendo el intelecto y
provocando una pérdida progresiva y severa de la memoria. La persona afectada es
incapaz de realizar las mas simples tareas diarias como es el cuidado personal. El curso
total de la enfermedad puede tomar de 2 a 20 afios luego de que aparecen los primeros
signos, aunque la muerte generalmente ocurre en alrededor de 8 a 10 afios, tiempo que
varia de persona a persona.

El primer componente cerebral que se ve afectado es el hipocampo—una zona

neuronal con funciones de memoria. Los pacientes también pierden la memoria espacial.




Luego se afecta la corteza y la amigdala. EI principal componente extracelular en el
cerebro de los enfermos con EA son los depésitos de amiloide compuestos por
acumulaciones del péptido AP (revisado por Maccioni et al., 2001b; Ling et al., 2003)
mientras que el principal componente intracelular son los ovillos neurofibrilares (ONF)
compuestos por agregaciones de la proteina tau hiperfosforilada (revisado por Goedert et
al,, 1995). La EA puede desarrollarse de manera temprana en adultos jovenes en los
casos de Alzheimer determinado genéticamerte, o bien de manera tardia en individuos
de la tercera edad. La primera se denomina EA de tipo familiar (FAD), que corresponde
al 5% de los pacientes, la segunda afecta a aquellos individuos mayores de 60 afios que
desarrollan la patologia por multiples causas (enfermedad de tipo esporddico). Entre los

factores asociados a FAD estan las mutaciones en:

(i) La proteina Precursora de Amiloide (APP): este gen esta localizado en el cromosoma
21. APP es ampliamente expresada en la superficie celular, especialmente en neuronas
centrales, pero también en astrocitos, microglia, células endoteliales, misculo liso y en
todas las neuronas periféricas. APP es procesada por 3 enzimas llamadas o, By
v secretasas. La o-secretasa es un miembro de la familia de metaloproteasas ADAM, B-
secretasa es una aspartil proteasa unida a membrana, también llamada BACE. Ambas
secretasas clivan el ectodominio de APP en distintos sitios, dando como resultado dos
fragmentos denominados segiin la secretasa involucrada: APPsc. y APPsB. Luego de que
ocurren estos clivajes, la y-secretasa procesa el dominio transmembrana resultante del

fragmento C-terminal de APP (a-CTF y B-CTF) produciendo dos fragmentos mds




pequefios llamados p3 (si es cortado previamente por o-secretasa) 6 AB (si es cortado
previamente por -secretasa). El fragmento p3 se disuelve facilmente en el cerebro, pero
el segundo no lo hace y por el contrario se acumula formando placas. El fragmento Af3
. puede tener 40 o 42 amino4cidos (APi4o 0 AB142). La forma 1-42 es neurotoxica y se
agrega més facilmente en placas (Figura 1). Las mutaciénes de APP podrian estar
localizadas en la parte extracelular de la proteina—relacionada con los sitios de corte de
las secretasas—favoreciendo la acumulacion de la proteina en el espacio intercelular y
formando las caracteristicas placas de Amiloide (Wilquet y De Strooper, 2004).
(ii) Presenilinas: Existen dos de estas proteinas, presenilina 1 (PS1), localizada en el
cromosoma 14 y presenilina 2 (PS2) localizada en el cromosoma 1. Mutaciones en estas
proteinas son conocidas causas de EA debido a la acumulacién de placas de amiloide.
(iii) Apolipoproteina E (APOE): localizado en el cromosoma 19, participa en el
transporte de colesterol en la sangre a través del cuerpo. Hay 3 alelos para APOE: &2, £3
y 4. No es que una mutacién en este gen cause EA, es solamente que la ocurrencia
natural del alelo £4 es un factor de riesgo.
(iv) o-2-macroglobulina: se encontréd en EA que existia un polimorfismo en una regién
intrénica de este gen, localizado en el cromosoma 21.
Entre los factores de riesgo que se han asociado a la aparicion de la EA de tipo
esporadico estan:
(i) edad

(ii) acumulacién de 3-amiloide
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(iif) agregacion de tau para formar las fibras helioidales pareadas (PHFs), que conforman
los ovillos neurofibrilares {ONFs) presentes en el interior de la célula.

(iv) Respuesta inflamatoria: Debido a una reaccion de la microglias frente a las placas
amiloides.

(v) Estrés oxidativo: en EA ciertos factores como Ia placa de amiloide y la inflamacion
pueden causar dafio en la mitocondria, produciendo radicales libres altamente reactivos
en la célula lo cual a su vez causa el rompimiento de tejidos y la alteracion o dafio del
DNA.

(vi) Calcio: la acumulacion del péptido amiloide como placas puede causar una entrada
excesiva de calcio a la célula, lo cual es toxico para el normal funcionamiento de la

neurond.

3.3 Proteina tau. Funcion fisiolégica y participacioén en la EA

Las MAPs son proteinas de alto peso molecular (>200kDa) encargadas de
estabilizar a los microtiibulos en la formacién de la red de citoesqueleto. Entre ellas estd
la proteina de bajo peso molecular denominada tau (45-62kDa), la cual se une a los
microtibulos por medio de unas repeticiones en su segmento C-terminal, denominadas
dominios de unién a microtibulos. Tau posee de 3 a 4 repeticiones dependiendo de la
isoforma (Maccioni et al., 1988). Esta proteina, asi como el resto de las MAPs,
disminuye la concentracion critica de tubulina que se necesita para comenzar el proceso
de polimerizacion de microtitbulos, estabilizandolos en su extremo positivo (Witman et

al., 1976; Farias et al., 1992). Esta es Ia principal funcién descrita para tau en los
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Transmembrana

NN\

Citoplasmico Extracelular
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o-secretasa B-secretasa
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-

SN\ f N\ )
a-CTF: APPso, B-CTF APPsp
| y-secretasa I Y-secretasa
AICD, p3 APPsat AICH ™ AP APPsp
Via No Amiloidogénica Via Amiloidogénica

Figura 1: Modelo del procesamiento de la proteina precursora de amiloide (APP) por
las secretasas o, .y y. La hidrolisis del APP puede ocurrir segin la via no
amiloidogénica, como la a-secretasa, lo que produce APPsg, o bien segin la via
amiloidogénica efectuado por la P-secretasa y lo cual produce un fragmento mas
pequefio llamado APPsB. La y-secretasa corta luego de las secretasas anteriores
produciendo un péptido pequefio llamado p3 (si proviene de APPsa) el cual se disuelve
facilmente, o bien el péptido amiloide Af} que puede consistir en 40 o 42 amino 4dcidos.
Este ultimo es el que se acumula formando placas.
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procesos de neuritogénesis y axiogénesis. Los microtitbulos asociados a tau con 4
repeticiones tienen mayor estabilidad in vivo, en términos de resistencia a nocodazol, que
aquellos asociados a tau con sOlo 3 repeticiones (Lee y Rook, 1992). Ademads, la
expresién de tau en células no neuronales produce la extensién de procesos debidos a la
polimerizacidn y estabilizacion de microtibulos (Lee and Rook, 1992). Tau tambien se
une a los microfilamentos de actina por medio de uno de sus dominios de unién a
microtibulos (Moraga et al, 1993; Correas et al., 1990).

Se han descrito localizaciones subcelulares de la proteina tau diferentes a la
citosolica, éstas son la localizacion nuclear (Cross et al., 2000; Sjoberg et al., 2006} y la
localizacién en membrana (Brandt et al., 1995; Arrasate et al., 2000; Maas et al., 2000;
Ekinci and Shea, 2000; Klein et al., 2002), lo cual podria conferirle otro tipo de
funciones adicionales a la estabilizaci6n de citoesqueleto.

La proteina tau es codificada a partir de un solo gen ubicado en el cromosoma 17, sus
6 isoformas son producto del splicing alternativo de este gen, las cuales varian en el
ntimero de repeticiones en su extremo N-terminal y en el niimero de dominios de unién a
microtitbulos en su extremo C-terminal (Figura 2) (Revisado por Maccioni y Cambiazo,
1995, v por Andreadis, 2005). La expresion de las distintas isoformas de tau difiere entre
el sistema nervioso central y el periférico, y durante el desarrollo. De este modo, en €l
cerebro de rata por ejemplo, la tau fetal—que es la isoforma mds pequefia—se expresa
desde el estado embrionaric E13. Desde el dia postnatal P8, esta isoforma disminuye y
las nuevas isoformas, llamadas isoformas de adulto, comienzan a expresarse. En general,

tau es una protefna altamente soluble con una mayoria de residuos hidrofilicos; éstas
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Isoforma de tau: largo en aminoacidos:
1 352

fetal  3RON T WD )
1 381
1 383

adulio 4RON ( B )
410

aut son (L R )
1( 412

aduto 4RIN U | BB
1 441

aduto 4R2N () | ] [ B0 I

Figura 2: Esquema de las diferentes isoformas de tau. De las 6 isoformas de tau, la més
pequefia es expresada en feto, mientras que las demds se expresan a partir de periodos
postnatales. Su diferencia en tamafio es producto de la presencia o ausencia de los
exones 2, 3 y 10. Los exones 2 y 3 (blanco y negro respectivamente) representan los
dominos N-terminal, el exon 10 (en celeste) representa la repeticion extra de union a
microtubulos de las isoformas con 4 repeticiones en el extremo C-terminal.
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caracteristicas le confieren una estructura nativa desplegada, y una resistencia al calor y a
tratamientos con écido.
La funcién de tau es regulada post-traduccionalmente de varias maneras,
principalmente por medio de fosforilaciones, ubiquitinaciones y O-glicosilaciones.
Debido a los objetivos de esta tesis, se dard énfasis a las fosforilaciones. Estas

ocurren en dos tipos de residuos:

(1) En residuos Ser/Thr: ocurren principalmente en la region C-terminal, modificando
la afinidad de tau por los microtibulos (Billingsley y Kinkaid 1997; Alvarez et al., 1999;
Biernat et al., 1999; Taniguchi et al., 2001). Un desbalance en las actividades de las
quinasas responsables conllevan a la hiperfosforilacion de tau, produciendo la formacién
de los filamentos helicoilades pareados (PHFs), que son elementos que componen a los
ovillos neurofibrilares (ONFs) (Billingsley y Kinkaid, 1997). La Tabla 1 resume las
quinasas implicadas en este tipo de fosforilacién junto con los residuos afectados

(también descrita en Rojo et al., 2006).

(2) En residuos Tyr: Este tipo de fosforilacion se ha propuesto como otro de los
elementos importantes en el proceso de autoagregacion de la proteina (Vega et al.,
2005). Recientemente se han descrito: Tyr18 fosforilada principalmente por la quinasa
Fyn aunque también puede ser fosforilada por Src (Lee et al., 2004}, Tyr29 fosforilada
in vitro por la quinasa Lck (Williamson et al,, 2002), y Tyr 394 fosforilada por la

quinasa ¢c-Abl (Derkinderen et al., 2005).
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Tabla 1: Fosforilaciones de tau en Ser/Thr

Resumen de las quinasas Ser/Thr que fosforilan a tau con los respectivos residuos
implicados. También se muestran las fosfatasas encargadas de desfosforilar algunos de
los residuos: (1) PP1, (2) PP2A, (3) PP2B. (Reproducido en forma parcial de Rojo et al.,
2006)

S: Ser, T: Thr

osfatasas 1 i 1 1 1
2 2z 2 2 2 2 2
Quinasas 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
PKA S214 $262 | T293 | §324 ] 8356 5404 | 5409 | S416
PKB T212 | 5214
PKC T123 5396 | 5404 5416
CaMKIE 5262 5356 5416
pl10mapk 5262
INK T175 | T181 S202 § Tz05 | T212 5262 396 | 5404
p38 S46 T175 | T181 Szoz| Tz205 | T212 5356 | 5396 | 5404
SAPK3 T18t 5262 5356
ERK2 S46 T175 | T181 $202 ] T205 | T212 8396 | 5404
GSK3p T175 | T181 {1 5199 202 T212 T231 5396 | 5404
Cdks T181 S202 [ T205 | T212 T231 | 8235 $396 | 5404
Cdk2 S46




16

En esta tesis nos enfocaremos en las Ser/Thr quinasas cdkS y Gsk3pB, y en la Tyr

quinasa Fyn:

a) CdkS5-p35: Es un miembro de las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las
cuales estan involucradas en la regulacién del ciclo celular, sin embargo, cdk5 es uno de
los pocos miembros de esta familia con funciones no relacionadas con el ciclo celular
(revisado por Maccioni et al., 2001b). Se expresa en rifién, testiculos, ovarios y cerebro
(Lee et al., 2004b). La activacién de cdkS es regulada por dos subunidades presentes en
cerebro, llamadas p35 y p39 (Paglini et al., 1998; Amin et al., 2002). El activador p35 es
hidrolizado por calpaina, dando como resultado dos fragmentos: p10 (correspondiente al
segmento N-terminal) y p25 (correspondiente al segmento C-terminal). p25 se asocia a
cdk5 mostrando una actividad més estable y duradera pero no mayor que la actividad
producida por p35 (Patrick et al., 1999; Cruz et al., 2003). El complejo cdk5/p35, o el
maés estable cdk5/p25, fosforila a tau en epitopos presentes en los PHFs. Este complejo Ia
fosforila en residuos Ser/Thr seguidos por Pro y también en residuos que facilitan la
posterior fosforilacidn por otras proteinas quinasas como Gsk3 (llamados sitios primed)
{Cho y Johnson, 2003). La sobreexpresion o la sobreactivacion del complejo produce una
hiperfosforilacién de tau, causando la autoagregacion de tau y la posterior generacién de

los filamentos helicoidales pareados (PHFEs).

b) Gsk3[: La proteina GSK3[3 de 46kDa se expresa en pulmén, rifiones y cerebro (Lau

et al., 1999). Para algunos sustratos, Gsk3 necesita de una fosforilacién previa del
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sustrato en un residuo Ser localizado en el lado C-terminal de su sitio de reconocimiento,
éstos son llamados sitios de modificacion establecida (“primed”); tau es un ejemplo de
estos sitios. Pero hay otros casos en que el sustrato no necesita estar previamente
fosforilado, como el caso de (3-catenina; estos son llamados sitios de modificacién no
establecida (“unprimed”). Gsk3p cumple varias funciones implicadas en el desarrollo
embrionario, en la regulacién de la expresion génica y también en enfermedades
neurodegenerativas. En la EA, la quinasa GSK3p, fosforila a tau tanto en sitios de
modificacién establecida como en sitios de modificacién no establecida. En pacientes
que padecen esta patologia, GSK3f colocaliza con los ovillos neurofibrilares (ONFs). En
otros modelos, presinilina 1 (PS1), ofra protefna que participa en esta enfermedad, se une
al complejo GSK3p/tau activando a la quinasa y ayudando de este modo a la

fosforilacion de tau.

¢) Fyn: Esta proteina de 59kDa sufre splicing aternativo del exon 7 en el gen fyn lo cual
origina dos isoformas: FynT, expresada en células de origen hematopoiético y FynB, la
cual es mas ubicua y esté en altos niveles en el cerebro. Como miembro de la familia de
quinasas Scr, Fyn posee un dominio de homologia a Src (SH), el cual regula las
interacciones proteina-proteina.

La activacion se debe a la fosforilacion en Tyr420 (Tyr416 en Src); €ste es un evento
de autofosforilacion. Por el contrario, la inactivacién se produce por fosforilacion en

Tyr531 (Tyr527 en Src) llevada a cabo por la quinasa Csk (Kypta et al., 1988; Cheng et
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al., 1996). Fyn es una quinasa no receptora de membrana que participa en varios sistemas
de transduccion de sefiales dependiendo del tipo de célula donde esté localizado.

Fyn se una a tau a través de su dominio SH3. Este dominio reconoce a uno de los
motivos ricos en prolina de tan, PXXP, especificamente entre los residuos Pro233 y
Pro236 (enumerados segin la secuencia de la isforma mayor 4R2N) (Lee et al., 1998).
Entre las 5 Tyr que posee la proteina tau, Fyn s6lo fosforila a Tyr18 (Lee et al., 2004). Se
piensa que Src también puede fosforilar a tau en otras de las Tyr y ademéds en Tyrl8,
pero en este caso parece set que lo hace en menor cantidad que Fyn (Bhaskar et al.,
2005).

Fyn también participa en la EA, ésta es activada por el péptido amiloide
produciendo la fosforilacion de otras proteinas como respuesta (Williamson et al., 2002).
En el hipocampo de ratones transgénicos para Fyn, ocurre una disminucién en los niveles
de terminales presindpticos reactivos para sinaptofisina (Ching et al., 2004), una
degeneracitn progresiva de la sinapsis que también se ha descrito en la EA. Fyn también
puede fosforilar y activar a la quinasa GSK3B  favoreciendo de este modo la
hiperfosforilacién de tau. Recientemente se describié que Fyn se encuentra presente en
mayores cantidades en la membrana plasmatica de pacientes con Alzheimer, y que esto
se correlaciona con la severidad de la enfermedad (Ho et al., 2005). También se observé
en los mismos pacientes que los niveles de Fyn disminuyen en los terminales sindpticos
incrementando en los cuerpos celulares neuronales, colocalizdndo con los ovillos

neuroiobrilares.
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3.4 Tau asociada a Membrana Plasmitica y “balsas lipidicas”

El extremo C-terminal de tau tiene finciones relacionadas con la unién a
microtibulos y a microfilamentos de actina al igual que el resto de los miembros de la
familia de las MAPs. El otro extremo, N-terminal, es una proyeccion de la proteina que
no participa en la estabilizacién de microtibulos ni en la extension de procesos (Lee and
Rook, 1992; Brandt and Lee, 1993; Léger et al., 1994). En 1995, Brandt y colaboradores
observaron que cuando transfectaban sélo este dominio de tau en células PC12, éste se
localizaba en la membrana plasmatica. La interaccion de tau con la membrana era
independiente de la isoforma, todas incluyendo la tau de alto peso molecular eran
encontradas en la membrana plasmdtica. Finalmente, este grupo sugirié que esta
asociacién con la membrana no era directa sino por medio de otras proteinas.

La asociacion de tau con la membrana plasmatica puede verse afectada segin su
patrén de fosforilacion (Arrasate et al., 2000; Maas et al., 2000; Ekinci and Shea, 2000).
Tau desfosforilada en Ser199 (epitopo del anticuerpo Tau-1), es detectada en la
membrana plasmaética. Cuando la fosforilacion de tau en este tipo de residuos aumenta,
tau es liberada de la membrana. Si se toma en cuenta que la hiperfosforilacién de tau en
epitopos Ser/Thr afecta su interaccion con microtiibulos, su liberacién de la membrana
podria ayudar a que esta subpoblacion especifica de tau migre al citosol, acumulindose y
favoreciendo su agregacion. Esta idea concuerda con la menor cantidad de tau
fosforilada en epitopos Ser396/404 y Ser199 encontrados en la membrana plasmética

(Maas et al., 2000; Ekinci y Shea, 2000). Sin embargo, hasta el momento todos los
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estudios se han realizado sobre fosforilaciones de tipo Ser/Thr y no sobre fosforilaciones
en Tyr, de lo cual aiin no se tiene amplia informacion,

Se ha propuesto que tau se une a la membrana plasmética en asociacién con el
citoesqueleto de actina subcortical presente en la periferia celular (Maas et al., 2000).
Tau se une a actina por medio de las mismas repeticiones requeridas para su unién a
microtibulos (Correas et al., 1990; Moraga et al., 1993), lo cual también es regulado por
fosforilaciones. Maas et al., (2000) propusieron que la acumulacion de tau en
compartimentos somatodendriticos observado en la EA podrfan resultar de la pérdida de
interacion tau/actina cortical debido al aumento en la fosforilacién de tan en epitopos
tipo PHF.

Para oligodendrocitos, se propuso un modelo para el proceso de mielinizacion.
En €él, Fyn interacta con la membrana plasmética y con tau, y a su vez tau interactiia
con los microttibulos. Todo este complejo estarfa presente en las “balsas lipidicas™. Esto
fue observado en experimentos de co-inmunoprecipitacion realizados a partir de
fracciones de “balsas lipidicas” (Klein et al., 2002).

Las “balsas lipidicas” se forman por ¢l enriquecimiento de colesterol y de
esfingolipidos en la membrana plasmatica, esto le confiere caracteristicas diferentes al
resto de la membrana. Los esfingolipidos tienen cadenas largas y saturadas en vez de las
cortas ¢ insaturadas de los fosfolfpidos, ésto hace que la transicién de la fase Lg (gel
ordenado) a la fase L, (liquido cristalino} en los esfingolipidos ocurra cerca de la
temperatura fisiolégica 37°C en vez de lo normal que es 0°C o por debajo de los 0°C.

Fstas caracteristicas, en conjunto con que los esfingolipidos estin lateralmente més
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compactos, los segregan del resto de los dominios desordenados de los fosfolipidos
provocando su tendencia a agregarse. El conjunto de estas caracteristicas bioquimicas
hacen posible su purificacién tomando ventaja de su insolubulidad a detergentes no
iénicos tales como Triton X-100 a 4°C, metodologia que es ampliamiente utilizada en la
actualidad.

El nombre “balsas lipidicas” se origina en la menor densidad observada por
medio de centrifugaciones de gradientes de densidad. Las “balsas lipidicas” pueden estar
invaginadas en la membrana o no, dependiendo de si estdn compuestos de una proteina
llamada caveolina. Esta interactia con la membrana dando origen a las llamadas
caveolas, las cuales son consideradas como formas especializadas de “balsas lipidicas”
implicadas en transduccién de sefiales. El tamafio de las “balsas lipidicas” fluctiia entre
los 50 v 100 nm. Se cree que las “balsas lipidicas™ estdn involucradas en transduccion de
sefiales, posiblemente permitiendo que un grupo de proteinas que participan en una
misma via se asocien mientras aisla otras de distintas vias, disminuyendo el
entrecruzamiento. (Tsui-Pierchala et al., 2002; Foster et al., 2003; Blonder et al., 2004;
revisado por Brown y London, 1998).

Las “balsas lipidicas” también estin implicadas en la sefializacién por integrinas
y en el procesamiento de la proteina Precursora de Amiloide (APP) (Parkin et al,, 1999;
Ehehalt et al., 2003). La generacién de A debido a la protedlisis de APP por 3-secretasa
parece ocurrir en las “balsas lipidicas”, e incrementos en los niveles de colesterol en la

membrana plasmética pueden aumentar la formacién de estos microdominios y por ende

la produccién de AR (Marlow et al., 2003; Ehehalt et al., 2003).
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Ademé4s la quinasa Fyn, que fosforila a tau en Tyr18 se ubica principalmente en
estos microdomininos, asi como también se ha descrito la presencia de tau en ellos

(Klein et al., 2002; Kawarabayashi et al., 2004).

El modelo experimental escogido para la realizacion de esta tesis es la incubacion de
cultivos neuronales con el péptido amiloide que conforma las placas. Este péptido es
generado por el clivaje de una proteina precursora de amiloide (APP). Generalmente este
péptido consiste en 42 aminoacidos por lo que se denomina péptido APi.42. Sin embargo,
recientemente se ha descrito otra variante de este mismo péptido, de tamafio més
pequefio y altamente reacitvo, el péptido ABas3s (Varadarajan et al.,, 2001; Clementi y
Misiti, 2005). Nuestro laboratorio ha utilizado ambos modelos de estudio (Séaez et al.,
2006) y en este trabajo de tesis se utilizé solamente el péptido mas pequefto.

En este trabajo de tesis doctoral estudiamos las variaciones en los patrones de
fosforilacion de tau, tanto en Tyr como en Ser/Thr, en respuesta a la incubacién con el
péptido amiloide ABys.35. Estudiamos ademés la dependencia de estas fosforilaciones con
las quinasas Fyn, cdk5 y Gsk3p, y analizamos finalmente qué es lo que ocurre con este

subconjunto de proteinas en las “balsas lipidicas™.
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4. HIPOTESIS GENERAL

De acuerdo a los antecendentes presentados anteriormente que contemplan la
asociacion de tau, Fyn y Gsk3p a las “balsas lipidicas”, la fosforilacion de tau en Tyr18
por Fyn, y la determinante participacion de tan, Fyn, cdk5 y Gsk3f en la EA, postulamos
que: “El péptido amiloide APss 35 induce una relocalizacién de Ia quinasa ¢dkS en las
“balsas lipidicas”, y tanto cdk5 como Gsk3B y Fyn fosforilan a tau en residuos

Ser396/404, Thr231 y Tyr18 respectivamente, en este compartimiento subcelular”

5. OBJETIVO GENERAL

El principal objetivo de esta tesis es caracterizar la asociacién de tau a las “balsas
lipidicas” y determinar la responsabilidad de Fyn en esta localizacién subcelular de tau.
Dadas las evidencias obtenidas anteriormente por nuestro laboratorio, que vinculan
cambios en la fosforilacién de tau con la EA, buscamos Ia relaciéon de este evento
molecular vinculado a la fosforilacién de taun con la subpoblacion asociada a las “balsas

lipidicas™.
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5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Estudiar los patrones de fosforilacion de tau en Tyr18, Ser396/404 y Thr231 cuando
estd asociada a las “balsas lipidicas”.

2. Analizar el papel de la quinasa Fyn en la asociacion de tau con las “balsas lipidicas”
mediante el analisis de:

a) Efecto de las fosforilaciones de tau en Ser396/404 y Thr231 sobre su asociacién con
Fyn y su fosforitacion en Tyr18.

b) Dependencia de la fosforilacién en Tyrl8 de tau en relacion a su localizacion
subcelular

¢) Dependencia de tau por Fyn en relacién a su localizacion en las “balsas lipidicas”

3.- Determinar la presencia de las quinasas Ser/Thr de tau, cdk5 y Gsk3p asociadas a
las “balsas lipidicas™” en células de neuroblastoma SHSYSY.

4.- Estudiar el efecto del péptido amiloide AP;s3s en la fosforilacion de tau en Tyrl8,
Ser396/404 y Thr231, y en la distribucién en las “balsas lipidicas” tanto de tau como de

cdk5 y Gsk3p.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Bioldgico: Se utilizaron 3 lineas celulares de mamiféro:

- SHSYSY neuroblastoma humano

- N2a neuroblastoma de ratén

~ Cos7 rifi6én de simio

También se utilizé6 la cepa de E. coli DH5o para los procesos de amplificacion y

subclonamiento de los cDNA de interés.
6.2 Reactivos:

GIBCO Laboratories Life Technologies, Inc.: Medios de, cultivo: MEM Eagle
minimo, F12 mezcla de nutrientes, DMEM Dulbecco’s Eagle mpdiﬁcado, Opti-Mem I;
Antibidticos-Antimicéticos 100x; Tripsina-EDTA 10x; 'MEM  Amino4cidos no

esenciales 100x; Suero Fetal de Bovino

!

Polyscience: Suero Fetal de Ternero. '

!

SIGMA: Fibronectina, Inhibidor de tripsina del poroto se soja,i Optiprep gradiente de
densidad, Faloidina-rodamina, Bromuro de etidio, B-mercaptoetanol, poli-L-lisina,

Laminina, Piruvato de sodio, Azida de sodio, Azul de Coomassie G-250,

1
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Albimina de suero de bovino (BSA), Hepes, Mes, Dnasa I, coc;ktail de inhibidores de

proteasas 100X, PMSF, glicina, cloruro de sodio, Tris Base, Tween-20

H

Perkin Elmer: Reactivo ECL para Western blotting
f

=~ .
1

MERCK: Triton X-100, etanol, metanol, 2-isopropanol, 4cido clorhidrico
Oncogene: Proteina G PLUS agarosa. ;
Invitrogen: Lipofectamina 2000, plasmidio TOPO TA.

BIO RAD: Estandar de proteinas Precision Plus All Blue.

6.3 Anticuerpos: ]

Tau5 monoclonal que reconoce todas las isoformas de tau indeperdientes de su estado de

[
fosforilacién fire donado por el Dr. L. Binder (EEUU) ]l
|
l

Anticuerpos 9G3 monoclonal y PY18 policlonal. Ambos reconocen tau fosforilada en
i

Tyr18. Fueron donados por Dr. G. Lee (EEUU) ;
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PHF-1 monoclonal que reconoce tau fosforilada en Ser396/404, CP17 monoclonal IgG y
CP9 monoclonal IgM que reconocen tau fosforilada en Thr231, Fueron donados por Dr.,

P. Davies (EE UU)

JM policlonal que reconoce tau total independiente del estado de fosforilaciéon. Donado

por Dr. A.Takashima (Jap6n)

cdks5 policlonal C8 que reconoce cdkS5 total. Donado por Dr. S. Brady (EEUU)
|

}
1

|
Anticuerpo monoclonal contra el Receptor de Transferrina TiR. Donado por Dr K.

Simons (Alemania) y por los Drs. J. Balsamo y J. Lilien (EEUU) !

Adquiridos en Santa Cruz Biotechnology. Anticuerpos contra cdk5 monoclonal J3 y

1

también policlonal C8 que reconocen cdk5 total; cdk5 fosfo-Tyrl5 policlonal que

i

reconoce c¢dk5 fosforilada en TyrlS; p35 N20 policlonal que reconoce el segtento
amino terminal de p35; p35 C19 policlonal que reconoce el segmento carboxilo terminal
de p35; Erkl policlonal que reconoce Erki total; Fyn policlona;l que reconoce niveles

1
totales de la quinasa Fyn; Src policlonal que reconoce niveles totales de la quinasa Src

Adquiridos en BD Transduction Laboratories. Flotillin-1 que reconace niveles totales

del marcador de “balsas lipidicas™ flotilina-1 - ,

o
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Adquiridos en Upstate. Src phospho-Tyr416 monoclonal que reconoce Src fosforilada
en su sitio de activacién Tyr416, reacciona también con otros miembros de la familia

quinasa en el sitio de activacion equivalente, como Fyn

Adquiridos en Jackson Laboratories. Anticuerpos secundarios acoplados a HRP
(peroxidasa de ribano) para Western Blot: anti mouse IgG, IgM, anti rabbit IgG, anti

goat IgG

6.4 Cultivo celular

La linea de neuroblastoma humano SHSYS5Y fue crecida en una mezcla 1:1 de
medios MEM y F12 suplementada con Hepes 15mM, MEM aminoacidos no esenciales
100x, 10% suero fetal de bovino y antibiticos 100x (100U/ml penicilina, 100 pg/ml
estreptomicina) a 37° C y 5% CO,, Las lineas celulares N2a y Cos7 fueron crecidas en
medio DMEM suplementado con 5% suero fetal de bovino y antibiéticos, a 37° C y 5%
CO;. Para todos los casos, al llegar a 70-80% de confluencia, las células fueron lavadas
en tampén PBS 1X estéril y calentado a 37°C 2 veces, tripsinizad:as con una solucién de
tripsina-EDTA 0.05% durante 2 a 3 min, Iuego centrifugadas en medio de cultivo y

divididas en varias placas.
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6.5 Obtencion de las “balsas lipidicas” mediante centrifugacion de gradientes de

densidad de Optiprep

Para obtener fracciones enriquecidas en “balsas lipidicas” se us6 el protocolo de
gradientes de Optiprep en vez de gradientes de sacarosa. Las células provenientes de 2
placas de 100mm para el caso de SHSYSY y N2a (en 70% confluencia) o de 1 placa de
100mm para el caso de Cos7 (en 70% confluencia) fueron lisadas en 2 ml de tampén
MBS 1X con 1% Triton X-100 (MES 25mM, NaCl 150mM ajustado a pH 6.5 con
NaQOH) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (2mg/ml aprotinina, 2mg/ml leupeptina,
Img/ml pepstatina, 100mg/ml PMSF, 1mM ortovanadato de sodio y 20 mM fluoruro de
sodio). Luego de ser homogenizadas con 10 golpes en un homogenizador de vidrio
fueron incubadas en hielo durante 1 h con DNasa I (20 pg/ml). El gradiente de Optiprep
fue preparado de la signiente manera: la solucién que va en el fondo del tubo tiene 40%
de Optiprep, ésta se hizo mezclando un volumen del homogenizado total con dos
volimenes del Optiprep original que viene al 60%, las capas que siguen en orden
ascendente en el tubo son 30% y 5% obtenidas mezclando 60% Optiprep con MBS 1X.

Los tubos con el material asi obtenido fueron centrifugados en una ultracentrifuga
Beckman Optima MAX-E a 43.000 rpm (~150.000 xg) durante 16h a 4°C (rotor MLS30
swinging bucket). Luego se colectaron 9 fracciones de 200 ul cada una desde la parte
superior del tubo hacia el fondo. Voliimenes iguales de 60pl de cada una de las
fracciones fueron analizadas por Western blot para marcadores de “balsas lipidicas”

(Flotilina-1) y marcadores de fracciones de no “balsas lipidicas™ (Erkl, Receptor de
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Transferrina TfR). Las fracciones 3 a la 5 fueron consideradas como “balsas lipidicas™
mientras que las fracciones 7 a la 9 fueron consideradas como fracciones de no “balsas

lipidicas™.
6.6 Electroforesis en Geles de Poliacrilamida

Los extractos obtenidos en las preparaciones de “balsz%s lipidicas” o bien en
lisados totales de células fueron hervidos por 5 min en tamp6n Laemli (0,3M Tris pH
6,8; 5% SDS; 0,7M B-mercaptoetanol; 20% glicerol; 0,025% azul de bromofenol) para
desnaturar a las proteinas, luego fueron brevemente centrifugadas y fraccionadas en un
mini gel de poliacrilamida al 7 - 8%. En los casos' de experimentos de
co-inmunoprecipitaciones, las muestras fueron hervidas en tampén Laemli sin

B-mercaptoetanol. Los mini geles fueron corridos por 1 h a 40mA en tampén Tris-

Glicina (25mM Tris pH 8,3; 190mM glicina; 0,1% SDS).

6.7 Inmunodetecciones

Luego de la electroforesis de proteinas en el gel, éstas fllieron transferidas a una

|
. . ™ . - . , .
membrana de immobilon "-P en un sistema de transferencia semi seco con tampdn Tris-

|
Glicina-Metanol por 36min a 10V o a una membrana de nitrocelulosa en un sistema de
transferencia en himedo con tampén Tris-Glicina-Metanol por 1h a 100V. Las

membranas fueron lavadas brevemente en tampoén TBS-T (5 OrnM] Tris, 150mM NaCl pH

7.6 con 0.1% Tween-20), bloqueadas con BSA al 3% en TBS-’I‘:‘ por 1 h a temperatura
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ambiente e incubadas con los anticuerpos correspondientes. Todos los anticuerpos fueron
preparados en tamp6n TBS-T; los anticuerpos primarios fueron incubados durante toda
la noche a 4°C y los secundarios por lh a temperatura ambiente. Luego de cada
incubaci6n con anticuerpos, las membranas fueron lavadas 3 veces por 10 min cada vez
con TBS-T. Finalmente el blot es revelado usando el reactivo ECL PLUS (Perkin

Elmer).
6.8 Inmunoprecipitaciones

Las células provenientes de 1 o 2 placas de 100mm fueron homogenizadas en
tampdn de lisis con 2% Nonidet NP40 (25mM Tris, 150mM NaCl, pH 7.2) con Dnasale
inhibidores de proteasas y fosfatasas (2mg/ml aprotinina, 2mg/ml leupeptina, 1mg/ml
pepstatina, 100mg/ml PMSF, 1mM ortovanadato de sodio y 20 mM fluoruro de sodio).
Los homogenizados fueron incubados por 1h en hielo y centrifugados durante 10min a
4°C a 13.000xg. Se tomaron los sobrenadantes y se cuantificaron las proteinas totales
usando la metodologia de BCA. Para cada inmunoprecipitacién se usaron cantidades de
proteinas totales entre 500 pg y 1000 pg. Antes de incubar las muestras con anticuerpos,
éstas fueron sometidas a eliminacién de unién inespecifica con,las esferas magnéticas
unidas a proteina G o a anti-mouse IgM durante 1h a 4°C en agi%[acién suave. Luego de
esto se procedié a incubar las muestras con los anticuerpos de interés durante toda la

noche a 4°C en agitacién suave. Para esto se utilizaron 5pl de anticuerpo concentrado

como Fyn o 100pl de las sopas monoclonales (CP17 o CP9, 9G3, PHF-1). Todas las
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sopas monoclonales fueron concentradas primero formando los inmunocomplejos con las
esferas magnéticas correspondientes durante 1h a 4°C. Para esto se usaron 30pl de
proteina G o 60yl de anti-mouse IgM. Luego de la incubaci6n con el anticuerpo primario
concentrado, se incubd durante l‘h a 4°C con las esferas magnéticas correspondientes.
Las muestras finalmente fueron lavadas 3 veces durante 5 min cada una con tampén de

lisis pero con 1% Triton X-100 en vez de 2% Nonidet NP40. Luego se les agregd 20ul

de Tampo6n Laemli 4X y se cargaron en un gel al 7 - 8% de poliacrilamida.

6.9 Transfecciones Transientes

La linea de neuroblastoma de ratdn N2a fiteron transfectadas de forma transiente
con 3 tipos de cDNAs de tau: tau fetal humana, tau mutante Y 18F o tau con delecién en
un dominio rico en prolina AP. Estos estaban insertos en el plasmidio pReCMV (donado
por la Dra. Gloria Lee) usando el protocolo de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). En éste
se mezclan 300pl de medio OptiMEM I sin suero con 8ul de Lipofectamina 2000 (por
cada placa de 100mm), se incuba por Smin a temperatura ambiente, luego se le agrega
una mezcla de 300pl de medio OptiMEM I con el ¢cDNA a transfectar y se incuba

|
durante 20min a temperatura ambiente. Para una placa de 100mm se usaron 4 pg de
DNA y para una de 60mm, 1,5 ug. Mientras tanto las células fueron lavadas en PBS tibio
2 veces y cambiadas a medio OptiMEM 1 son suero y sin antibiéticos. Pasados los 20min

de incubacidn, la mezcla de DNA con Lipofectamina fue agregada a cada placa e

incubada durante 4h a 37°C. Luego de este tiempo, las células fueron lavadas

13

o
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cuidadosamente con PBS tibio 2 veces y se les agrego el medio fresco correspondiente a
cada linea con suero fetal de bovino y antibiGticos. Luego de 48h fueron homogenizadas
y analizadas ya sea para extracto total o para obtencién de “balsas lipidicas™.

Las células SHSY5Y fueron transfectadas con Flotilina-1-GFP (donado por la
Dra. Caroline Neumann, Alemania). Las células Cos7 fueron traqsfectadas con tau fetal
humana o las mutantes Y18F y AP, y en algunos casos co-fransfectadas con Fyn en el
plasmido Apr8 (donados por la Dra. Lee, EEUU). Las células Nl2a fueron transfectadas

con tau fetal humana y las mutantes Y18F y AP.

6.10 Preparacién del péptido amiloide Abetazsss

El péptido fue preparado disolviendo el polvo en agua destilada ultrapura a una

concentracion final de 10mM. Fué luego alicuotado y guardado a —20°C.

6.11 Tratamientos con el péptido amiloide Abetays as

Las células SHSYS3Y fueron crecidas en medio MEM-F12 con 10% suero. Los
tratamientos fueron hechos afiadiendo el péptido soluble directamente a la placa para
obtener una concentracién final de 10uM. Las células fueron incubadas a 37°C con

5%CQO; por los tiempos correspondientes (1, 2, 5, 10 y 15 min). En algunos casos las

células fueron pre incubadas por lh a 37°C con el inhibidot de la quinasa cdk5,

roscovitina a una concentracién final de 10uM, o bien preincubadas por 1h a 370C con
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el inhibidor de la quinasa Fyn PP1 a una concentracién final de 1pM. Para los
tratamientos con roscovitina, las células fueron crecidas en placas de 100mm y se usaron
para obtener fracciones enriquecidas en “balsas lipidicas”, para el caso de PPl, las

células fueron crecidas en placas de 60mm y se utilizaron para analizar extractos totales.
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7. RESULTADOS

R i aade T ST T

7. 1. Analisis de “balsas lipidicas”

|

|
Usando la metodologfa de obtencién de “balsas lipidicas” (Materiales y Métodos) fue

posible visualizar las fracciones de “balsas lipidicas” como una franja blanca distribuida
|

entre las capas de 30% y 5% de Optiprep. La franja blanca se resc%até entre las fracciones
i

3, 4 y 5. Para esta Tesis, estas fracciones se consideraron como correspondientes a

“balsas lipidicas” debido a que contienen gran cantidad delt marcador de “balsas

lipidicas”, flotilina-1, y carecen de los marcadores que no se localizan en las “balsas
|

lipidicas”, tales como TR y Erkl (Figura 3). El procedimiiento de obtencién de
fracciones de las “balsas lipidicas” mas limpias (donde no se dietectaban TiR y Erkl)}
resultaba en una baja concentracién de proteinas, sin embargo datl:Io los objetivos de esta
tesis se prefiri6 priorizar la pureza de las fracciones sobre la conl‘.entracién de proteinas
obtenidas en las “balsas lipidicas”. De esta manera, se con%ideré como proteinas

asociadas a las “balsas lipidicas” las que eran detectadas en al menos una de esas

fracciones.

et
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Figura 3: Andlisis de los marcadores utilizados para analizar las fracciones de “balsas
lipidicas”mediante Western blot. Se obtuvieron microdominios de membrana del tipo
“balsas lipidicas” a partir de células SHSYS5Y usando el protocolo de Triton X-100 en
gradientes de Optiprep. Nueve muestras de 200ul cada una fueron tomadas desde el tope
hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 7%. Las fracciones
3, 4 y 5 son consideradas como balsas lipidicas debido a la presencia de marcadores de
balsas lipidicas (Flotilina-1) y a la ausencia de los marcadores de “no balsas lipidicas”
(TR y Erk1). Las fracciones 7, 8 y 9 son consideradas como “no balsas lipidicas” por la
presencia de los marcadores TfR y Erkl y la ausencia de Flotilina-1. Las masas
moleculares se indican en KDa.
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7.2 Fosforilacion de tau asociada a_las “balsas lipidicas™.

En los gradientes analizados para la obtencién de las “balsas lipidicas™ a partir de
cultivos celulares de neuroblastoma humano SHSYS5Y, se detecm;on dos subpoblaciones
de tau utilizando el anticuerpo policlonal JM, que reconoce tOdé.S las isoformas de tau
independientes de su estado de fosforilacion (Tanemura et al.i 2002). Una de ellas
asociada a las fracciones 3, 4 y 5 de “balsas lipidicas™ y la ofra mélcho mas abundante en
las fracciones de no “balsas lipidicas” (7, 8 y 9) (Figura 4). La plé'esencia mayoritaria de
tau en las fracciones de no “balsas lipidicas™ es concordante con la funcion de tau, la que
se realiza principalmente en el citoplasma, donde controla la estabilizacion de los
microtibulos y del citoesqueleto en general (Farias et al., 2002).

Las variantes de tau fosforilada en epitopos Ser/Thr estudiadas aqui fiteron los casos
de fosforilacion en Ser396/404, detectada con el anticuerpo PHF:I y la fosforilacion en
Thr231 detectada con el anticuerpo CP9. Tau fosforilada en gThr231 fue detectada
preferentemente en fracciones de no “balsas lipfdicas” (Figura gA). Tau fosforilada en
Ser396/404 fue detectada exclusivamente en las fracciones de; no “balsas lipidicas™
(Figura 5B). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por:los grupos de Maas y
Ekinci (Maas et al., 2000; Ekinci y Shea, 2000), quienes demostrdron que un incremento

\
en la fosforilacion de tau en Ser396/404 se correlacionaba con una pérdida de la

]
interaccién de esta proteina con la membrana plasmatica. Por otro lado, la fosforilacion
de tau en Tyrl8 fue detectada tanto en fracciones de “balsas lipidicas” como en

fracciones de no “balsas lipidicas” (Figura 5C), indicando que no es exclusiva de

“balsas lipidicas™.
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Figura 4: Analisis de Tau total en “balsas lipidicas” mediante Western blot. Nueve
muestras de 200ul cada una fueron tomadas desde el tope hacia el fondo del tubo y
fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 8%. El anticuerpo policlonal JM se us6 para
detectar tau total (Dr. Takashima). Las fracciones 3, 4 y 5 se consideraron como “balsas
lipidicas” por la presencia de Flotilina-1. Las fracciones 7,8 y 9 son consideradas como
“no balsas lipidicas™ por la presencia de los marcadores TfR y Erkl. Tau estd presente
en las fracciones de “balsas lipidicas”, pero mayoritariamente se encuentra distribufda en
las de no “balsas lipidicas™, reflejando que esta proteina cumple un rol mayoritariamente
citosélico. Las masas moleculares se indican en KDa.
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Figura 5: Analisis de la distribucién de tau fosforilada en las “balsas lipidicas” mediante
Western blot. Nueve muestras de 200ul cada una fueron tomadas desde la superficie
hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de pohacrllarmda al 8%. Se
consideraron como fracciones de “balsas lipidicas” ala3,4y 5 debldo a la presencia del
marcador Flotilina-1. Las fracciones 7,8 y 9 se conSIderaron como de no “balsas
lipidicas” debido a la presencia de TiR y Erkl. Tau fosforilada en Thr231 (CP9) y tau
fosforilada Tyr18 (PY18) fueron detectadas en al menos una de las tres fracciones de
balsas lipidicas mientras que tau fosforilada en Ser396/404 (PHF-1) fie solamente
| detectada en fracciones de no balsas lipidicas. La fosforilacion en Tyr18 no es exclusiva
| de balsas lipidicas, indicando que podria estar ocurriendo también fuera de ellos. Las
| masas moleculares se indican en KDa.

N
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7.3 Fosforilacion de tau en Ser396/404 v Thr231: unién a fosforilacion en

I'yri8

7.3.1 Unién de Fyn a tau fosforilada

Desde el descubrimiento de tau asociada a membrana plasmatica se ha propuesto que
esta interaccidn estaria mediada por alguna proteina intermediaria, ya que tau no posee
sefiales de localizacién en membrana ni dominios hidrofdbicos de transmembrana.
Debido a que la unién de tau a la membrana ocurre por medio de su extremo N-terminal,
se pensd que una proteina presente en membrana y que interactie con ese domino podria
ser un buen candidato (Klein et al., 2002). Es por esto que se ha tomado a la quinasa Fyn
como elemento en estudio.

Ya que se encontraron diferencias en el patrén de fosforilacién de tau asociada y no
asociada a las “balsas lipidicas”, nos preguntamos de qué manera estas fosforilaciones
influyen en la interaccion taw/Fyn. En experimentos de co-inmunoprecipitaciones de tau
con Fyn a partir de células SHSYS3Y, se observé que Fyn se unfa menos a tau fosforilada

en Ser396/404 en comparacion con tau fosforilada en Thr231 (Figura 6).

7.3.2 Fosforilacién de tau en Tyr 18

Dado los resultados obtenidos, quisimos determinar si los niveles de fosforilacion de

tau en Tyr18 eran afectados por la fosforilacion en Ser396/404 de la misma manera en
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9G3 (tau P-Tyrl8)

CP9 (tau P-Thr231) '

PHF-1 (tau P-Ser396/404)

Fyn .

Figura 6: Co-inmunoprecipitaciones de Fyn con tau. Fyn fue inmunoprecipitada desde
cultivos de SHSYS5Y, fraccionada en geles al 7% en témpén de carga sin
B-mercaptoetanol y analizada mediante Western blot para detectar las formas
fosforiladas de tau en Tyr18 (con €l anticuerpo 9G3), tau fosforilada en Thr231 (con el
anticuerpo CP9), tau fosforilada en Ser396/404 (con el anticuerpe PHF-1) y Fyn. Fyn
interactia mds con tau fosforilada en Tyrl8 y mucho menos con tau fosforilada en
Ser396/404. La variante de tau fosforilada en Thr231 presenta mayor
immunoprecipitacién de Fyn que la fosforilada en Ser396/404, contrario a lo descrito
por otros autores en casos de ensayos in vitro. En estos ensayos, posiblemente exista un
elemento adicional que permita la mayor unién de Fyn con tau fosforilada en Thr231.
Como control negativo se realizé el mismo ensayo reemplazando, el anticuerpo Fyn por
suero inespecifico de conejo IgG, como conirol negativo se cargaron 50pg de protefnas
totales de extractos de SHSYS5Y. Las masas moleculares se indican en KDa.
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que se afectaba la unién a Fyn. Para esto, medimos los niveles de!fosforilacion en Tyrl8
para las variantes de tau previamente fosforiladas en Ser396/404 oen Thr231 utilizando
técnicas de inmunoprecipitacién. Como muestra el experimento dlc la Figura 7A, ambas
variantes presentan fosforilacion en Tyrl8, sin embargo los niveles detectados para la
forma fosforilada en Ser396/404 son considerablemente menores que los de la
fosforilada en Thr231 (representados en el gréfico de Ia Fisléura 7B), lo cual se

correlaciona con su patrén de asociacion a las “balsas lipfc:licas”. Los resultados
b

obtenidos hasta este punto indican que la co-existencia de :ambas fosforilaciones,

Ser396/404 y Tyr18, podria estar ocutriendo en fracciones de n¢ “balsas lipidicas”, ya

que tau fosforilada en Ser396/404 fue detectada sélo en fracciones de no “balsas

lipidicas™ y tau fosforilada en Tyr18 fue detectada en ambos tipos de fracciones.

7.4 Fosforilacién de tau en Tyrl8 como requerimiento para su asociacion a “balsas

lipidicas®.

En el estudio correspondiente al segundo objetivo especifico de la Tesis se quiso
investigar la importancia de la fosforilacién de tau en Tyrl8 para su localizacién en
“balsas lipidicas™, para ello se procedié a mutar este residuo o I|)ien a afectar la unién
directa con la quinasa Fyn. Se utilizaron 3 cDNAs distintos de tau humana: la isforma
3-0 tau fetal (htau), htau mutada en Tyrl8 por Phe (Y18F-tau) y ihtau, en ella el motivo
rico en prolinas encargado de interactuar directamente con Fyn fue delecionado (AP-tau)

(Figura 8). Los niveles de expresion de cada una de las variantes de tau transfectadas se
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Figura 7: Nivel de fosforilacion de tau en Tyr18 cuando esta previamente fosforilada en
Ser396/404 o en Thr231. Se inmunoprecipité tau usando los anticuerpos para epitopos
fosforilados: 9G3 (fosforilada en Tyr18), PHF-1 (fosforilada en Ser396/404) y CP17
(fosforilada en Thr231). CP17 es un anticuerpo monoclonal IgG que reconoce el mismo
epitopo que CP9 (IgM). A) Las muestras se fraccionaron en un gel de policarilamida y
se analizaron mediante Western blot los niveles de fosforilacion de tau en Tyr 18 usando
el anticuerpo PY18, las mismas membranas fueron reanalizadas para cuantificar los
niveles de tau total utilizando el anticuerpo tau5 acoplado a Peroxidasa Alcalina (HRP)
B) Grafico representando las cantidades relativas de fosforilacion en Tyrl18 de las
variantes de tau detectadas por 9G3, PHF-1 y CP17. Esto se calculé como la razén entre
PY18/tau5 de tres experimentos independientes. Los resultados estan indicados como los
valores promedio con desviaciones estandar. Se observa que tau fosforilada en Thr231
tiene mayor nivel de fosforilacion en Tyrl8 que tau fosforilada en Ser396/404. Este
patron es similar al observado para el experimento de inmunoprecipitacién de Fyn con
las mismas variantes fosforiladas de tau. Las masas moleculares se indican en KDa.




44

352
Tau fetal 3-0
Y18
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PXXP PXXP PXXP
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PXXP PXXP

Figura 8: Diagrama de las variantes de tau utilizadas en los experimentos con células
N2a. La isoforma corresponde a la 3RON, la més pequefia sin dominios N-terminales y
con 3 repeticiones de union a microtibulos representados como 6valos rojos. Los
motivos ricos en prolina PXXP se indican con los aminoacidos enumerados para esta
isoforma. El PXXP que participa en la unioén a Fyn se indica con un asterisco, éste fue
delecionado para el caso de AP. (equivalente a pro233-pro236 en la isoforma 4N2R).
Tyr18 fue mutada a Phe para el caso de Y18F.
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muestran en la Figura 9. Posteriormente, se analizd su distribucion en las “balsas
lipidicas”. Los resultados (Figura 10) muestran que todas las varié,ntes: htau, Y18F-tauy
. AP-tau fueron detectadas en las fracciones de “balsas lipidicas?. Esto sugiere que la
fosforilacion de tau en Tyrl8 no seria necesaria para su interaccion con “balsas
lipidicas”, Para el caso de las células sin expresién inducida de tau humana se observo
que presentaban niveles de tau endSgena concentrada en las “balsas lipidicas” (debido a
la deteccion de tau enddgena por parte del anticuerpo), indicando que el mecanismo

1
1
natural de estas células es localizar a tau en las “balsas lipidicas” en altas cantidades.

1
1

]
b

Los niveles detectados de AP-tau en fracciones de “balsas lipiéiicas” fueron similares

|
a los obtenidos para htau y Y18F tau, apuntando a que la interaccién con Fyn tampoco
serfa necesaria para su localizacion en estos microdominios. No obstante, este
experimento no aporta resultados concluyentes para dilucidar si A;P-tau ciertamente deja
de interactuar con Fyn in vivo. Para esclarecer esta incognita investigamos si esta

delecion también elimina la fosforilacion en Tyr18.

R

7.4.1 Fosforilacion de tau en Tyr18 in vivo al delecionar la secuencia de interaccién

con Fyn (AP-tau) ;

Tebricamente la mutante AP-tau no deberia ser fosforilada enj-TyrlS por Fyn ya que
no tiene la secuencia de unidn a la quinasa (Bhaskar et al., 2005); Cuando esta mutante

fue expresada conjuntamente con Fyn en células Cos7, se detectd f;'osforilacién en Tyr18

i
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Transfecciones transientes en células N2a

no
transfectada htau Y18F AP

E e
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Figura 9: Expresion de las tres variantes de cDNA de tau usadas. Las células fueron
lisadas y analizadas luego de 48h de transfeccidn. Los lisados totales fueron
fragmentados en un gel de poliacrilamida al 7%. Las membranas fueron analizadas
mediante Western blot con el anticuerpo Tau2 que reconoce tau total. Este anticuerpo
también detecté tau enddgena. Las tres variantes se expresan en niveles similares. La
masa molecular bajo los 50KDa se debe a que es la isoforma de tau de menor tamafio.
Masa molecular se indica en KDa.
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Figura 10: “Balsas lipidicas” obtenidas a partir de células N2a transfectadas con 3 |
cDNAs diferentes de tau, A) no transfectadas, B) htan, C) Y18F té.u, D) AP tau. Tau fue
detectada mediante Western blot usando el anticuerpo monoclonal Tau2. Cada gradiente
obtenido tiene también sus marcadores para “balsas lipidicas” (Flotilina-1) y para
fracciones de no “balsas lipidicas” (TfR y Erkl). Nueve muestras de 200 pl cada una
fueron tomadas desde el tope hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de
poliacrilamida al 7%. Se observa en estas células que el mecanismo natural parece ser la
localizacion de tau en los microdominios de membrana. Todas las variantes de tau
transfectadas son capaces de interactuar con membranas de tipo! “balsas lipidicas”, lo
cual indica que la fosforilacién en Tyr18 no es elemento necesario para la localizacion
subcelular de tau. La prcsencia de la mutante tau AP da luces a pelnsar que Fyn tampoco
seria el elemento necesario puesto que en ensayos in vifro es 1ne':ﬁc1ente en la unién a
Fyn. La deteccidn de tau endbgena en balsas lipidicas permite postular que en este tipo
celular la localizacién subcelular de tau en balsas lipfdicas es una tendencia natural y
mayor que la linea de neuroblastoma humano SHSYS5Y. La mutante tau AP estd mas
concentrada en los microdominios, probablemente debido a que la delacién afecta el
dominio adjacente a la primera repeticién de unién a microtiibulos; lo que la haria menos
eficiente en la union a €stos y por lo tanto tenderia a migrar més a las “balsas lipidicas”.
Las masas moleculares se indican en KDa.
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(Figura 11). Considerando que estos experimentos fueron realizados en células donde
existen otras proteinas, aparte de tau y Fyn, pensamos que algunas de ellas podrian estar
interviniendo en su coneccion.

T

7.5 Relaci6n entre Fyvn v Ia asociacioén de tan a los “balsas lipidicas”

El resuitado anterior indica que la dependencia de tau por Fyn para ser localizada en
los “balsas lipidicas” atin no est4 esclarecida, ya que de todas maneras tau podria unirse
indirectamente a Fyn por medio de proteinas conectoras. Para evaluar con mayor detalle
el rol de Fyn en la asociacién de tau a “balsas lipidicas”, tomamos el modelo de células
Cos7, ya que no presentan niveles de tau ni Fyn enddgenas. Analizamos estas células en
dos grupos: un grupo donde se expreso solamente htau y el otro donde se expresé htaun
junto con Fyn. Cuando ambos grupos fueron sometidos a extraccién de “balsas
lipidicas™, se observé que tau es capaz de localizarse en estos microdominios ain en

!
ausencia de la quinasa Fyn (Figura 12A), lo que confirma que Fyn es elemento
prescindible en la asociacién de tau a la membrana. No obstante,% esta unién de tau a la

membrana no es directa (Arrasate et al., 2000) por lo que alin queda por establecer €l
[

elemento que permite su localizacién subcelular. Es también int'eresante notar (Figura

12B) que cuando Fyn no esti presente, tau es detectada mayoritariamente en la fraccion
4 del gradiente, lo que corresponderia a “balsas lipidicas”. Sin embargo, cuando Fyn es

expresada, la distribucion de tau cambia distribuyéndose a lo largc; del gradiente més que

concentrandose en una sola fraccién. Aunque este resultado muestra que tau no depende
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Células Cos7 transfectadas con

h tau + - + -
AP - + - +
Fyn - - + +
Fyn
i
PY18
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Figura 11: Expresion de las variantes htau o AP-tau en células Cos7 en presencia o
ausencia de Fyn. S6lo cuando Fyn fue con-transfectada se observa deteccion de tau
fosforilada en Tyr!8 utilizando el anticuerpo PY18. Los niveles de tau total y Fyn fueron
obtenidos al reanalizar la misma membrana mediante Western blot. Se observa que AP-
tau también estd fosforilada en Tyrl8, contrario a lo que se describi6 para experimentos
in vitro (Bhaskar et al., 2005). Puede ser que exista otro elemento presente en Cos7 que
esté ayudando a la interaccion de Fyn con la mutante de tau. Las masas moleculares se
indican en KDa.
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Figura 12; “Balsas lipidicas” obtenidos a partir de células Cos7 transfectadas con htau
(A) o con htau + Fyn (B). Los marcadores de balsas lipidicas (Flotilina-1} y no balsas
lipidicas (TR y Erkl) se muestran para cada fraccién. Nueve muestras de 200ul cada
una fueron tomadas desde el tope hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de
poliacrilamida al 7%. Estos fueron analizados mediante Western. blot para analizar los
niveles de Fyn y tau total (tau2). No se detecté Fyn en Cos7 htau. En ambos casos tau
estd presente en las fracciones de “balsas lipidicas”, indicando la independencia de tau
por Fyn para ser localizada en “balsas lipidicas”, sin embargo cuando Fyn est4 presente,
Ia distribucidn de tau en el gradiente se ve alterada, es decir, no estd concentrada s6lo en
la fraccién 4 de “balsas lipidicas™ como en el caso de htau, por lo que aunque Fyn no sea
el elemento necesario y suficiente para la localizacién de tau en “balsas lipidicas”,
regularia su distribucién reflejada en el gradiente. Las fracciones 3, 4 y 5 se
consideraron como “balsas lipidicas” por la presencia del marcador Flotilina-1. Las
fracciones 7, 8 y 9 se consideraron como “no balsas lipidicas™ por la presencia de TfR y
Erk1. Las masas moleculares se indican en KDa.



51

de Fyn para asociarse a los “balsas lipidicas”, también indica que la presencia de la

quinasa podria modular la distribucién subcelular tau. ;

7.6 Distribucion de las quinasas edk5 y Gsk3p en “balsas lipidicas”

Dos de las quinasas de tipo Ser/Thr que fosforilan a tau son Fsk3B y cdk5. Ambas
son reconocidas por sus roles en la hiperfosforilacién de tau; observada en la EA
(Mandelkow et al., 1992; Ishiguro et al.,, 1993; Pelech, 1995;5 Sperber et al., 1995;
Billingsley and Kinkaid, 1997; Flaherty et al., 2000; Cruz et al., 2003). Tomando en
cuenta que tau fue detectada en “balsas lipidicas™y ademds su pafj;r(’)n de fosforilacién se
distribuye diferencialmente, quisimos determinar si estas dos quinasas comparten la
misma localizacién. La Figura 13 muestra una serie de inmunodeéecciones de cdkS junto

a su activador p35 y de Gsk3p en gradientes de “balsas lipidicas;” en células SHSYSY.

La quinasa Gsk3P fue detectada en las fracciones de “balsas lipidicas™, contrario a lo

observado para cdk5 y su activador p35. r

Gsk3B, fue recientemente descrita como presente en fracciones de “balsas lipidicas”

|
i

(Sui et al., 2006). Hecho que concuerda con los resultados obtegilidos en la Figura 13.
|
Por otro lado, no existen evidencias de que cdk5 se localice en “balsas lipidicas™.

i
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Figura 13: Distribucién de Gsk3(3 y cdkS5, junto a su activador p33, en “balsas lipidicas”

obtenidos a partir de células SHSY5Y. Nueve muestras de 200;.11 cada una fueron
tomadas desde el tope hacia el fondo del tubo, fraccionadas en un gel de poliacrilamida
al 7% y analizadas mediante Western blot. A) Gsk3p esta presente en las fracciones 4 y
5 consideradas como de “balsas lipidicas™, B) cdk5 no se encuenﬁa en estas fracciones,
solo en fracciones de no balsas lipidicas, C) p33, €l activador! de cdkS tampoco fue
detectado en “balsas lipidicas™ utilizando dos anticuerpos: C19 que reconoce el extremo
C-terminal y N20 que reconoce el extremo N-terminal. D) Se consideraron fracciones de
tipo “balsas lipidicas” a las 3, 4 y 5 por la presencia del marlcador Flotilina-1. Las
fracciones 7, 8 y 9 se consideraron como de no “balsas lipidicas™ Ror la presencia de TR

y Erkl. Las masas moleculares se indican en KDa.
L]




53

7.7 Efecto del péptido amiloide AB;s3s

7.7.1 Efecto del péptido sobre la fosforilacién de taun en Tyrl8

Como modelo de estudio de la EA se ha usado ampliamente la incubacién neuronal
con el péptido amiloide, ya sea en su forma agregada o en su forr:na soluble. Williamson
y colaboradores (2002) demostraron que células expuestas al péptido APz y al péptido
APys.as respondian con un rapido incremento en los niveles de proteinas fosforiladas en
residuos Tyr; entre ellas se encontraba tan. También describieron que a los pocos min de
incubacidn se activaban quinasas de la familia Src, como Fyn.

La Figura 14A muestra inmunodetecciones obtenidas a partir de tratamientos breves
en células SHSYSY con 10puM AP2s.3s; conducidos entre 1 y 15 min. Se detecté un
aumento en la fosforilacion de tau en Tyrl8 Iuego de 2min de incubacién. Posterior a
este evento los niveles de fosforilacién de tau en este residuo dis?minuyeron para seguir
con un nuevo, aunque menor aumento, a partir de los 15min. i.Estos cambios en los
niveles de fosforilacion se representan més claramente en el gé#co de la Figura 14B,
obtenido del promedio de cinco experimentos independientes. }

Como se menciond previamente, el residuo Tyrl8 puede ser! fosforilado por Fyn y

Src, pero preferentemente por Fyn (Bhaskar et al, 2005). Williamson demostré que Fyn
es activada a partir del primer minuto de tratamiento (Williamson et al., 2002). Una

3

evidencia de la participacién de Fyn en la fosforilacién de tau en Tyrl8 se muestra en la
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Figura 14C, en ella se observa que al incubar las c€lulas durante 1h con PP1 1uM,
previo al tratamiento con APss.3s, el incremento en la fosforilacion de tau en Tyrl8 que
debia ser producido por AP se redujo casi hasta los niveles basales. Los niveles de Fyn
activa también se redujeron con PP1 (Figura 14C) PP1I es un inhibidor selectivo de la
familia de las quinasas Src, sin embargo PP1 al ser usado en bajas dosis (rangos de 0,5 a

1pM) tiene mayor eficiencia sobre Fyn que sobre Src.

7.7.2 Efecto del péptido sobre la fosforilacion de tau en Ser396/404 y Thr231

Las Figuras 14D y 14E muestran como se afectan los niveles de fosforilacion en los
epitopos Ser396/404 y Thr231 respectivamente. Los niveles de fosforilacion en
Ser396/404 tienden a aumentar entre 5 y 10min de tratamiento con A, mientras que los
niveles de fosforilacion en Thr 231 incrementan desde el primer minuto, lo que
determinamos luego de caleular la proporcion de tau fosforilada con los niveles de tau

total (normalizacidn).

7.7.3 Variaciones en Ia distribucion de tan en “balsas lipidicas” por tratamientos

con el péptido AB»s3s j

T
1

Para determinar si se activa una cascada de respuesta al péptido amiloide en la cual
participe tanto tau como algunas de sus quinasas, quisimos establecer si existe alglin

efecto en la distribucion y en los patrones de fosforilacién de tau en “balsas lipidicas™
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Figura 14: Curso temporal de tratamientos de células SHSYS5Y con ABzs.as 10uM  A)
Inmunodetecciones por Western blot que muestran el paton de fosforilacion de tau en
Tyr18 (9G3) con los tratamientos. Hay un incremento en los niveles de esta fosforilacion
de tau luego de una incubacion de 2min, B) lo cual es més fécil de observar en el grafico
que representa los valores promedio de 5 experimentos independientes con sus
desviaciones estidndar. Para determinar la responsabilidad de Fyn en este aumento las
células fueron pre-incubadas durante 1h con PP1 1uM, inhibidor de la familia de las Src
quinasas. C) Luego de tratar las células con PP1, el aumento esperado en la fosforilacion
de tau en Tyrl8 (PY18) producto del AP se ve abolido, los niveles bajan a los
observados en células control. D) La fosforilacién de Fyn en Tyr416, que indica
activacion de la quinasa, también disminuye con PP1. E) Por otro lado, también se
muestran los niveles de tau fosforilada en Ser396/404 (PHF-1) o F) en Thr231 (CP17).
Para el caso de Ser396/404 hay un incremento luego de 5 a 10min. Para tau fosforilada
en Thr 231, el incremento comienza entre el minuto 1 y 2. Las masas moleculares se
indican en KDa.

=50

=50
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bajo la influencia del péptido amiloide. Tau en células SHSYSY no tratadas, se
distribuye de la siguiente manera: tau fosforilada en Tyr18 se localiza tanto en fracciones
de “balsas lipidicas” como en no “balsas lipidicas”; tau fosforiladjd en Thr231 se localiza
mayoritariamente en fracciones no “balsas lipidicas”, mientras queé la variante fosforilada

en Ser396/404 no fue detectada en fracciones de “balsas lipidicas}’, quedando distribuida

solamente en fracciones no “balsas lipidicas” (Figura 15A).

Cuando las células fueron expuestas al amiloide en solucién durante 2min, los
i
patrones de distribucion de tau cambiaron: se produjo un aumento en los niveles de

fosforilacién de tau en Thr231 detectados en fracciones de “balsas lipidicas”; lo mismo
sucedié con la fosforilacién en Tyrl8. La fosforilacion en Ser396/404 tampoco fie
detectada en “balsas lipidicas™a este tiempo (Figura 15B).

Al ser expuestas durante 10 min con el mismo tratamiento, se detectaron ain mas
!

cambios: la fosforilacién de tau en Thr231 disminuyé haciéndose indetectable en las
i

fracciones de “balsas lipidicas™; lo mismo ocurrié con la fosforilacién en Tyrl8. Sin
embargo los niveles de fosforilacion en Ser396/404 incrementaron notablemente y por

primera vez fueron detectados en “balsas lipidicas” (Figura 15C). Una vez determinada

1
la distribucién de tau, se hace necesario estudiar si existen posibles cambios en Ia
|

i
distribucion de las quinasas Gsk3p y cdkS bajo tratamientos con el péptido amiloide.
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Figura 15: Distribucion de las variantes
fosforiladas de tau en “balsas lipidicas”
obtenidos a partir de células SHSYSY
luego de tratamientos con Afzsas durante
2min (B), 10min (C) o sin tratamiento (A).
Nueve muestras de 200ul cada una fueron
tomadas desde el tope hacia el fondo del
tubo y fraccionadas en un gel de
poliacrilamida al 8%. Las membranas
fueron analizadas por Western blot para tau
total (JM), tau fosforilada en Tyrl8
(PY18), en Ser396/404 (PHF1) o en
Thr231 (CP9). Los marcadores de “balsas
lipidicas” (Flotilina-1) y de no “balsas
lipidicas” (TR, Erkl) se muestran para
cada set. Tau fosforilada en Ser396/404
comenzo a ser detectada en balsas lipidicas
s6lo luego de 10min de tratamiento,
mientras que se observd un incremento en
los niveles de tau fosforilada en Tyrl8 y
Thr231 luego de 2min para luego
desaparecer de los microdominios a los
10min.Las masas moleculares se indican en
KDa,
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7.7.4 Cambios en la distribucion de las quinasas ¢dkS y Gsk3[ en “balsas lipidicas”

bajo tratamientos con ABzs35

En células SHSYSY no tratadas, la proteina quinasa Gsk3p fue detectada en “balsas
lipidicas”, pero por el contrario ni la quinasa cdk5 ni su activador p35 estaban presentes
en esas fracciones (Figura 16A).

Luego de 2min de tratamiento con el péptido amiloide, Gsk3[ dej6 de ser detectada

_ en “balsas lipidicas”, tampoco se detecto la presencia de cdk5 o p35 en estas condiciones

(Figura 16B).

Al analizar las fracciones de “balsas lipidicas” luego de 10min de tratamiento, se
observd que Gsk3p volvid a aparecer, indicando un posible recambio en la subpoblacion
de esta quinasa asociada a los microdominios. Adicionalmente, las bandas de Gsk3p
detectadas en “balsas lipfdicas” luego de 10 min presentan un aparente menor peso
molecular, indicando la posibilidad de un estado menos fosforilado. Por otro lado, tanto
1a quinasa c¢dk5 como su activador p35 comenzaron a ser detectados por primera vez en
“balsas lipidicas” (Figura 16C) concordando con el aumento percibido en los niveles de
tau fosforilada en Ser396/404 en la misma localizacién subcell‘}lar. De este modo, es
posible que el complejo cdk5/p35 sea responsable del aumentoien los niveles de esta

i
variante de tau en “balsas lipidicas™ como respuesta al péptido amiloide ABgs.35.
p P pep r
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Figura 16: Distribucion de las quinasas
Cdk5 y Gsk3B en “balsas lipidicas”
obtenidos a partir de células SHSYSY
luego de tratamientos con AP;s.35 durante
2min (B), 10min (C) o sin tratamiento
(A). Nueve muestras de 200pl cada una
fueron tomadas desde el tope hacia el
fondo del tubo iy fraccionadas en un gel
de poliacrilamida al 8%. Las membranas
fueron analizadas mediante Western blot
para Gsk3p, Cdk5 y p35. Los marcadores
de “balsas lipidicas” (Flotilina-1) y “no
balsas lipidicas’|’ (TR, Erkl) se muestran
para cada set.|La quinasa CdkS y su
activador p35 comienzan a ser detectados
en balsas lipidiéas s6lo después de 10min
de tratamiento, coincidiendo con el
patrén observado para tau fosforilada en
Serina 396/404. Las masas moleculares
se indican en KDa.



60

7.7.5 Inhibicion de edk5 por roscovitina en tratamientos con Afzs3s

A partir de los resultados obtenidos en el punto anterior, sospechamos que cdk5/p35
es responsable del aumento en los niveles de tau fosforilada en;Ser396/404 en “balsas
lipidicas” luego de 10 min de tratamientos con Af;s3s. Para chprobarlo, analizamos
cuél seria el efecto producido al inhibir esta quinasa. Para inhibir al complejo cdk5/p35
se pre-incubaron las células con roscovitina (ver Materiales y Métodos), luego fueron
tratadas durante 10min con APps.3s y se obtuvieron fracciones de;“balsas lipidicas”. Con
roscovitina, los niveles tanto de cdk35 como de p35 desaparecieron de las fracciones de
“balsas lipidicas” (Figura 17). Junto con esto, los niveles de tau fosforilada en
Ser396/404 en “balsas lipfdicas” también disminuyeron al nivel de las células sin
tratamiento. !

Por otro lado, la distribucion y los niveles de tau fosforilada en Tyr18 no presentaron
mayores variaciones, aunque esta vez no fueron detectados en la fracci6én 5 (considerada
como “balsas lipidicas™). Al parecer la inhibicion de cdk5 por roscovitina tiene pequefios
efectos sobre la fosforilacion de tau en Tyrl8. Tau total analizada con el anticuerpo JM
para este caso no fue detectada en las fracciones de “balsas lipidicas™, coincidiendo con

la ausencia de las variantes de tau fosforilada en Ser396/404 y Ty1j'1 8.

|

i
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Figura 17: Efecto de Roscovitina en la distribucion de cdk5 bajo tratamientos con el
péptido APgzs.3s. Las “balsas lipidicas” fueron obtenidos a partir de células SHSYSY
pre-tratadas durante 1h con Roscovitina 10pM y luego incubadas con Afzsas 10uM
durante 10min. Nueve muestras de 200p! cada una fueron tomadas desde el tope hacia el
fondo del tubo y fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 8%. Posteriormente fueron
analizadas mediante Western blot. (A) roscovitina afecta la distribucion de cdk5 y p35
asi como también en la fosforilaciéon de tau en Ser396/404 (PHF-1). (B) efecto de
roscovitina en la distribucién de tau total, tau fosforilada en Tyr18 (PY18) y Fyn. (C)
Marcadores de “balsas lipidicas” (flotilina-1) y *“no balsas lipidicas” (TfR, Erk1). Luego
de 10min de incubacién con AP, la redistribucion observada para cdk5 y p35 se ve
abolida al inhibir a cdk5 con roscovitina. También disminuye la fosforilacion de tau en
Ser96/404 dejando de ser detectada en “balsas lipidicas”. Tau fosforilada en Tyrl8
disminuye un poco en comparacion con el caso sin roscovitina. Tau total (JM) tampoco
se detecta en balsas lipidicas. La distribucién de Fyn cambia de alguna manera,
observandose bandas tan intensas en fracciones de no balsas lipidicas como en las
detectadas en “balsas lipidicas”. Las masas moleculares se indican en KDa.
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8. DISCUSION

En este trabajo de tesis quisimos profundizar la investigacién sobre el cambio en los
niveles de fosforilacién de tan en modelos de estudio de Alzheimer, investigando la
fosforilacién en Tyr18 (producida por la quinasa Fyn), ademés de las mas conocidas
fosforilaciones en Ser396/404 y Thr231. También quisimos saber si la fosforilaciones de
tau en Tyrl8, Ser396/404 y Thr231 participaban en un sistema de transduccitn de
seftales activado en “balsas lipidicas”. Un buen estimulo para activar esta cascada fue el
AB. Ello por dos razones: la primera porque la induccion de neurodegenracion en células
neuronales en t";ultivo por accion de A constituye un modelo tipico de estudio para ia
EA, y la segunda porque ademds se ha descrito que AP activa a la proteina Fyn
(Williamson et al., 2002).

Los primeros objetivos especificos de esta tesis fueron la' caracterizacion de la
subpoblacién de tau detectada en “balsas lipidicas” en términos de sus niveles de
fosforilacion en Tyr8, Ser396/404 y Thr231, asi como dilucidar el papel de Fyn como
elemento mediador de la interaccién de tau con las “balsas lipidicas”. Todo esto nos
puede llevar a una mejor comprension de esta suhpoblaci(’)n; de tau: qué tipo de
modificaciones presenta y cémo es que estd asociada a los miicrodominios. ;Es Fyn
realmente una proteina involucrada en esta localizacion subcelular de tau?

Para profundizar nuestros conocimientos de la interaccién de tau con Fyn quisimos

afiadir informacion a lo previamente descrito. Analizamos la interaccién de ambas

proteinas cuando tau estd fosforilada previamente en Ser396/404 y/o en Thr231.
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Comparando nuestros resultados sobre la interacciéon de Fyn con las variantes
fosforiladas de tau, y estudios publicados (Bhaskar et al, 2005) se destaca que
efectivamente la fosforilacién de tau afecta su interaccion con Fyn. Sin embargo,
Bhaskar y colaboradores obervaron que la fosforilacion en Thr231 disminufa
considerablemente la interaccidén directa in vitro, lo que no sucedid en nuestro estudio.
Una explicacién a este fenémeno es que justamente exista otra proteina involucrada en Ia
asociacién de tau a las “balsas lipidicas”, y que no esté presente en el ensayo in vitro, la
cual actlie como mediador de la unién entre tau y Fyn, facilitando la asociacién cuando
tau estd fosforilada en Thr231.

Se hace necesario mencionar que los experimentos en esta tesis fueron realizados en
cultivos de lineas celulares, donde ademés de estar presentes tau y Fyn, nos encontramos
ante la presencia de una compleja maquinaria metaboélica y proteica con un sinimero de
factores adicionales. Si bien las inmunoprecipitaciones permiten estudiar interacciones
de proteinas, no es posible discriminar cuando esta unién es directa o indirecta, ya que en
el producto puede haber un complejo proteico con mas elementos en medio. Por otro
lado, la interaccién de tau con Fyn en estos resultados se ve afectada por la fosforilacién
de tau en Ser396/404, a diferencia del aumento percibido por Bhaskar y colaboradores
(2005) en experimentos in vitro.

Experimentos posteriores de este trabajo de tesis, que se discuten con mayor detalle
mas adelante, abrieron la posibilidad de que esta menor interaccién se deba solamente a

una menor co-existencia de Fyn y tau fosforilada en Ser396/404 en el mismo espacio,

Al observar que los patrones de fosforilacion de tau afectaban su unién con Fyn

quisimos investigar la relacion entre la fosforilacién en Tyr18 y las fosforilaciones en Ser
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396/404 y Thr 231. Fue interesante observar que cuando tau estaba fosforilada en Ser
396/404 presentaba un menor nivel de fosforilacién en Tyr 18 comparado con la proteina
fosforilada en Thr 231, similar al patrén observado de unioén de tan fosforilada con Fyn.
El efecto sobre la fosforilacion en Tyr 18 producido por la pre\(;ia fosforilacién en Ser
396/404 podria ser una consecuencia directa del efecto sobre la urfién con Fyn.

Al analizar la distribucién de las variantes fosforiladas de Fau en Tyr 18, en Ser
396/404 y en Thr 231 observamos que ninguna de ellas es exclusiva de “balsas
lipidicas™, sin embargo Tyr 18 es la que presenta el mayor grad(:) de asociacién con los
microdominios, coindiciendo con que Fyn (responsable de esta modificacién) se
distribuye principalmente en este espacio subcelular. Tau fosforilada en Thr 231 presenta
s6lo bajos niveles de deteccién en los microdominios, mientras que la fosforilacion en
Ser 396/404 se encontrd exclusivamente en las fracciones de no “balsas lipidicas”. Estas
distribuciones diferenciales de tau segiin su patron de fosforilacion se asemejan al patrén
de union detectado con la protefna Fyn. La presencia de fosforilacﬁén de tau en Tyr 18 en
las fracciones de no “balsas lipidicas” indica que esta fosforilacién no es exclusiva de los
microdominios de membrana. Para estos resultados planteamos dos explicaciones: que
tau fosforilada en Tyr 18 se disocia de las “balsas lipidicas” o bien que la fosforilacion

|
puede ocurrir tanto dentro como fuera de ellos, Cabe mencionar‘[ que, si bien es cierto,

f
Fyn estd principalmente asociada a este tipo de membrana no estd solamente en este
espacio, una porcién de Fyn que no ha sido palmitoilada puede estar también de forma

soluble en el citosol, por ello la interaccidén de tau con Fyn también puede ocurrir a nivel
|

citosolico. ;




65

Luego de analizar la unién taw/Fyn, se procedié a evaluar la importancia de esta
quinasa en la localizacion subcelular de tau. Existian dos posibilidades: que Fyn se
asociara a tau y que esta quinasa fuera la responsable de la interaccion de tau con la
membrana, o bien que la fosforilacion de tau en Tyr 18 fuera la sefial que indicara la
localizacién de tau en los microdominios. Al ver que la fosforilellcién en Tyr 18 no era
exclusiva de “balsas lipidicas”, nuestra hipdtesis fue que ésta no serfa un blanco para la
localizacién subcelular de tau. Para comprobar esta hipotesis quiisimos observar lo que
sucedia cuando este residuo era mutado por Phe y cuando se eliminaba la secuencia de
tau encargada de interactuar con Fyn. Ambas opciones nos permitirian bloquear la
fosforilacién en Tyr 18 y asi analizar directamente su importancia en la asociacién con
las “balsas lipidicas”.

Se trabajé con el gen de la tan humana introducida en una linéa de neuroblastoma de
ratén. Esto porque se quizo analizar una linea de neuroblastoma, ‘que expresa elementos
parecidos y especificos de una linea celular neuronal, pero a la vez donde se pudiera
expresar una forma distinta de tau, en este caso, ia tau humana. El expresar tau humana y
no trabajar con tau enddégena se realizé porque los anticuerpos utilizados en este estudio
para la fosforilacién en Tyr 18 son especificos de tau humana y porque se quizo tratar de
diferenciar la poblacién de tau endégena de la introducida a la Célli'lla.

En las “balsas lipidicas™ obtenidas para la linea N2a, neuroblastoma de raton, se
comprobd que la fosforilacion de tau en Tyr 18 no es el elemento necesario para la
localizacion subcelular de tau en “balsas lipidicas®™, debido a que cuando el residuo esta

mutado, tau sigue siendo localizada en este compartimiento. En este experimento se

observé que la variante de tau con delecién en su secuencia de unién a Fyn también
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estaba localizada en las “balsas lipidicas”. Segiin se describié (Bhaskar et al., 20035) esta
variante de tau es ineficiente en la unién a Fyn. Aqui nos referimos nuevamente a una
unién directa de las proteinas, ya que este experimento se realiz6 in vitro. Segun esta
descripcitn, tedricamente AP-tau y Fyn no deberfan unirse. Esto entrega nuevas luces en
la opcién de que ademads Fyn no sea el elemento necesario para‘ Ia ubicacién de tau en
balsas lipidicas. Sin embargo, como se vio anteriormente, los experimentos in vitro han
dado resultados distintos a los obtenidos en lineas celulares, por lo que fue necesario
comprobar directamente si estas dos proteinas se unian o no en el modelo celular. Para
esto se expresé tau humana normal y AP-tau junto con Fyn en una linea celular que no
tiene expresion endogena de ninguna de las dos (Cos7, rifién de simio). La interaccion se
analizé en términos de fosforilacion de tau en Tyr 18. Si la mutante delecionada de tau
no podfa unirse a Fyn entonces tampoco podria ser fosforilada en Tyr 18. Con bastante
sorpresa se observé que la mutante se fosforilaba en Tyr 18 a niveles tan altos como la
forma normal de tau., Se debe considerar aqui que esta linea celular posee expresion
enddgena de Src, la otra quinasa que puede fosforilar a tau en Tyr 18 pero menos que
Fyn (Bhaskar et al., 2005). Ello lleva a pensar que Src toma el papel de Fyn y produce la
fosforilacién en la mutante, pero hay dos fenémenos que descartz;m esta posibilidad: uno
es que en los controles donde no se expresa Fyn no existe fosforilacién de la mutante aun
cuando Src estd presente y dos, que se describi6 en el mismo trabajo de Bhaskar y
colaboradores que la mutante es tan ineficiente en la union aiSrc como a Fyn. Ello
corrobora nuestra explicacion de que existe en la célula un elemento que podria estar

mediando esta unidén y facilitando la fosforilacién de tau. Este lelemento podria ser el
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mismo que participa en la interaccién de Fyn con la forma fosforilada de tau en Thr 231,
algo que in vitro pierde unién y que las lineas celulares sigue interactuando. La principal
quinasa que fosforila a tau en Thr231 es Gsk3p y esté presente en las tres lineas celulares
analizadas hasta este punto, por lo que se abre la posibilidad de fque esta proteina actiie
como elemento participante en la unién taw/Fyn. !

Cdk5 es otra de las quinasas de tau involucrada en la EA yique también quisimos
analizar en este estudio, en el marco de los dos ultimos objetivosi especificos de la tesis.
Ademds, el sitio de fosforilacion de tau en Thr231 por Gsk3p es un sitio de modificacion
establecida (primed), lo que significa que necesita de la fosforilacién previa de otro
residuo, en este caso Ser235 producido principalmente por cdkS5.

Dada la importancia de este tipo de fosforilacién en tau tanto en el caso de la
patologia como en la normal regulacién de la funcién de tau, se hizo necesario estudiar la
posible localizacion de ambas quinasas en las “balsas lipidicas”, compartiendo ubicacion
con tau y por lo tanto dando posibilidad a que estos microdominios favorezcan el

l
encuentro y la posterior fosforilacion de tau. Se analizé entonces:la presencia de las dos

quinasas en las “balsas lipidicas™ obtenidos a partir de neuroblastojma humano, SHSYS5Y.
Se habfa descrito recientemente que Gsk3[3 se asocia a los microcTiominios de membrana,
y mas alin, que bajo ciertos estimulos en el modelo en est;udio esta localizacién
aumentaba (Sui et al., 2006). Ese fue el primer registro de esta quinasa en las “balsas

lipidicas™ y hasta el momento ha sido el inico. En el caso de cdkSl, no hay evidencias que
? t

prueben la asociacitn de esta quinasa a las “balsas lipidicas”.
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La presencia de Gsk3B en “balsas lipidicas” en contraste con la ausencia de cdk5
sugieren la idea de Gsk3 como mediador de tau con las “balsas lipidicas”. Al estar al
menos una de las dos quinasas de tan presente en las “balsas lipidicas”, es posible que
tau esté involucrada en un sistema de transduccién de sefiales donde no solo se vea
afectada su fosforilacién en Tyr 18 sino también en fosforilaciones de tipo Ser/Thr.Para
resolver esta hipdtesis analizamos los niveles de fosforilacion ;ie tau en Tyr 18, Ser
396/404 y Thr 231 en extractos de células SHSYSY incubadas con APzs.3s durante
tiempos cortos entre 1-15 min. Como se muestra en Resultados, la fosforilacion en Tyr
18 aument6 considerablemente a partir de 2 min de incubacion, coincidiendo con lo
publicados previamente (Williamson et al., 2002) que describia la activaciéon de la
quinasa Fyn con el mismo estimulo Juego de 1 minuto de tratamiento. En el aumento de
la fosforilacién de tau en Tyr 18 se observé luego una disminucién a los 5 y 10 min, para
elevarse nuevamente a los 15 min, aunque esta vez el incremento fue menor que el
producido a los 2 min. La primera y mayor fosforilacién de tau en Tyr 18 es producida
por Fyn, luego de ser activada al minuto de tratamiento. El segundo incremento podria
deberse a la propia quinasa Src, quien fosforila a tau en menores cantidades comparada
con Fyn y que segiin evidencias anteriores es posible que se 'active como respuesta
posterior a la activacion de Fyn (von Wichert et al., 2003).

Como se describe en Resultados para analizar el papel de Fyn en esta fosforilacién a
los 2 min se incubaron las células con un inhibidor de la familia de las Src quinasas, PP1,
el cual es mis efectivo sobre Fyn que sobre Src en bajas dosis. Los resultados mostraron

que al inhibir Fyn, la fosforilacion de tau en Tyr18 a los 2 min de tratamiento disminuyd
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considerablemente, llegando a los niveles basales del caso contro]. Luego de observar lo
que sucedia con Tyrl® quisimos analizar el caso de Ser396/404 y Thr231. Para
Ser396/404 la curva de progreso temporal de la fosforilacién inducida por A mostré un
incremento en la fosforilacién desde los 5 min de tratamiento y manteniéndose durante
10 min. Para Thr231, al comparar los niveles fosforilados con los niveles de tau total
hubo un aumento en la fosforilacion luego del primer minutc; de tratamiento. Los
cambios detectados a partir de extractos sugieren la parﬁcipacié;n de tau en un posible
sistema de transduccion de sefiales en respuesta al A, ya qu}e a tiempos cortos de
tratamiento se producen cambios en la fosforilacién de tau tanto en Tyrl8 como en
Ser396/404 y Thr231.

(Es posible que estos cambios sean parte de un sistema localizado donde estos
microdominios de membrana faciliten la fosforilacion de tau?. },&nalizamos entonces lo
que ocurria con estas tres fosforilaciones pero a nivel de los “balsas lipidicas”. Dado los
cambios observados en 2 min y 10 min con AP, analizamos lo que ocurrfa con tau en
términos de distribucion y fosforilacién en “balsas lipidicas™.

Luego de 2 min con AP la fosforilacién en Tyrl8, que aumentaitba a nivel celular total,

1

aument6 también en las fracciones de “balsas lipidicas”, 1o que indica que esta

fosforilacion estaria ocurriendo en los microdominios como respl;Jesta a la activacién de

Fyn producida por el péptido. La fosforilacién en Thr231 ta#nbién aumenta en las

fracciones de “balsas lipfdicas” a los 2 min, coincidiendo con el aumento en extractos

totales a partir del primer minuto de tratamiento. No se détecté fosforilacion en

1
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4

Ser396/404 en las fracciones de “balsas lipidicas™, lo que también coincide con que el

aumento en sus niveles no se percibe sino hasta los 5 min de tratamiento.

f

Luego de 10 min de incubacién con AP, los niveles tanto de tau fosforilada en

Tyr18 como en Thr231 disminuyeron en las “balsas lipidicas™, Io que coincide con los
1

patrones observados para extractos totales. Ambas fosforila:ciones se encuentran
concentradas ahora en fracciones de no “balsas lipidicas”. El caso;de Ser 396/404 se hace

|
interesante, ya que por primera vez fue detectada en las fracciones de “balsas lipidicas”,
i

esto coincide con los niveles obtenidos a partir de extractos totale§, donde observamos un
aumento luego de 5 min que podria estar ocurriendo a nivel de “balsas lipidicas”.
Considerando que los patrones de fosforilacién de tau cambiaron en “balsas lipidicas”
producto de la incubacién con el péptido amiloide, analizamos.' lo que ocurria con las
quinasas cdk5 y Gsk3p. Por medio de los mismos tratamientos dF SHSYS5Y con APas.as
y obtencién de “balsas lipidicas” a los 2 y 10 min, vimos que Gsk3f estd presente en

“balsas lipidicas™ en el caso control, pero que desaparece de los, microdominios a los 2

min para Juego volver a esta localizacién a los 10 min.
i

Para la quinasa cdk5, observamos que presenta el mismo patrén de distribucion en el
]

curso temporal que Ia variante de tau fosforilada en Ser396/404. Es posible entonces que
|

sea el aumento de esta quinasa en los “balsas lipidicas” obervado en este tiempo el

responsable del aumento en la fosforilacion de tau en Ser396/404.i
|

. . [ .
Para comprobar esto, se pre-incubaron las células con un activador selectivo de la

quinasa cdk5, roscovitina, para luego prodecer con el tratamiento con A durante 10

min. Interesantemente, bajo estas condiciones se inhibe la localizacién de cdk5S en



-“balsas lipidicas”, ademas su activador p35 tampoco estd presente en esas fracciones.
p >
. . . [
p35 es una proteina que posee miristoilacion en su extremo N-terminal y que por lo tanto

estd asociada a membrana, al contrario del fragmento p25 producido por la proteolisis
i

por calpaina. La unién con p35, por lo tanto, permitiria que.cdk5 se localizara en

¥
membrana y en este caso, €l complejo podria asociarse a “balsas lipidicas” producto de la

1

incubacién con AP. La inhibicion de cdk5 con roscovitina no solo bloquea la

localizacién subcelular del complejo en “balsas lipidicas”, sino que también bloquea la

4

fosforilacién de tau en Ser 396/404. Por lo tanto el responsable de esta modificacién de

tau es el complejo cdk5/p35. Ademas con este resultado se infiere que Ia asociacion de
cdk5 con “balsas lipidicas” depende de su activacion, ya que al jser inhibida se bloquea
tanto su actividad quinasa como su localizacion en “balsas lipidicas”. Al analizar el
patrén de distribucién de tau total en “balsas lipidicas” en tratan;lientos con roscovitina,
tau total desaparece de las “balsas lipidicas”, lo que sugiere qu;: los niveles de tau en
“balsas lipidicas” detectados a los 10 min de incubacién COl:fl el péptido se deben

principaimente a la forma fosforilada en Ser396/404 y no a las formas fosforiladas en

Tyrl8 y en Thr231, las cuales en ese tiempo de incubacién desaparecen de los

]
H

!

microdominios.

Este fenomeno es nuevo, tanto la participacién de tau en respuestas de corto plazo al
amiloide como la participacién de cdk5 asociada a “balsas lipidicas”. Ya que estos
microdominios de membrana han sido recientemente asociados Li la EA, los resultados

obtenidos aqui permiten postular una via de respuesta temprana al péptido, en que no

solo se active Fyn produciendo un aumento en la fosforilacién en Tyr 18, sino que
1
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también un aumento en la fosforilacién de tau en Thr 231 y lquo en Ser 396/404. La
asociacién de tau en “balsas lipidicas™ con el complejo cdk5/p35 activado permite inferir
la participacion de estos microdominos como ambientes propicios para el encuentro de
ambas proteinas y por lo tanto que se favorezca la fosforilacion de tau. La secuencia de
eventos observada en “balsas lipidicas” se resume en el modelo d? la Figura 18.

Esta interaccién no es sélo importante para explicar el caso de la EA, sino tambicn
explicaria lo que ocurre durante el desarrollo de cerebro fetal, ya que el tipo de
fosforilacion de tau como Ser 396/404 es de vital importancia para la normal extensién
de procesos neuronales, regulando la afinidad y estabilizacion por tau de los
microtitbulos. Nuestros resultados podrian ser también de intrerés en el contexto del
desarrollo neuronal.

Volviendo a la biisqueda del elemento responsable en la localizacion de tau en “balsas
lipidicas”, concluimos que Fyn no es necesario y suficiente para cumplir este rol, lo que
indica la existencia un nuevo mediador. En apoyo de la hipétesis de la no participacion
de Fyn esta el hecho de detectar fosforilacién en Tyr 18 en AP-tau, donde el dominio de
unién a Fyn fue delecionado. En este trabajo postulamos que existe un intermediario en

la unién de tan con Fyn para el caso de AP y que posibleménte sea el mismo que

participe en la interaccion de tau con membrana. Pensamos quei Gsk3p podria cumplir
. | . . 1 s

este rol, ya que estd presente en las células Cos 7, donde se realizé el andlisis de

fosforilacién de AP por Fyn. Se ha descrito que interactia con Fyn y ademds también

esta presente en “balsas lipidicas” en células controles, sin embargo, no se ha descrito

que Gsk3pB posea elementos que le permitan asociarse directamente a la membrana
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plasmatica. Es mds, al explicar la deteccidon de la quinasa en los microdominios de
membrana se postulé también la unién con alguna proteina de unién a membrana.

Se ha descrito que tau y Gsk3p forman un complejo con la proteina de andamio
14-3-3. Esta es ubicua y se asocia directamente a la membrana plasmatica. Se describi6

.

que la fosforilacién de tau por una forma de Gsk3p fosforilada en Ser 9, considerada
como inactiva, se veia altamente favorecida por la unién de 14-3~? al complejo. Ademas,
cuando Gsk3p era fosforilada en Tyr 216, considerada como forma activa, se disociaba
de 14-3-3, liberdndose del complejo con tau ubicado en membrana (Agawal-Mawal et
al., 2003). Al analizar nuestros resultados, vimos que a los 2 min de tratamiento con el
péptido, la quinasa se libera de los microdominios. Esta disociacién de la membrana
podrfa ocurrir producto del aumento en Ja fosforilacion de GSk3P en Tyr 216. Se ha
observado que esta fosforilacién aumenta luego de estfmulos en los que participa Fyn, de
hecho en el caso de la activacién por insulina, Fyn es responsable del aumento de la
fosforilacién de Gsk3pB en Tyr 216 en menos de 2 min de tratamiento (Lesort et al.,
1999).

Es interesante notar que el patrén de migracién electroforética de la quinasa a los 10

min en las fracciones de “balsas lipidicas” difiere de las fracciones no “balsas lipidicas”,
i

ésta presenta una mayor migracién electroforética con un menor peso molecular

aparente. Una explicacion a este fendmeno es que exista un recambio en la subpoblacion
de Gsk3p asociada a membrana, que al activarse sea fosforilada en su residuo Tyr 216 y

como producto se libere de las “balsas lipidicas™. Luego la forma que regresa a las

“balsas lipidicas” sea una variante inactiva y desfosforilada en Tyr216 y por lo tanto de
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mayor mobilidad electroforética. Este planteamiento coincide con las caracteristicas de
unién descritas para Gsk3p3 con 14-3-3.

Tomando en cuenta los antecedentes presentados, Gsk3[ podria ser activada luego del
primer minuto de tratamiento con amiloide, coincidente con el aumento en la

L

fosforilacion de tau en Thr 231. Posiblemente a los 2 min la quinasa sea liberada de las
!

“balsas lipidicas” debido a un aumento en su fosforilacién en Tyr 216. Sin embargo,
puede que los niveles de tau fosforilada en Thr 231 producidos por la quinasa antes de
ser liberada, aun se mantengan detectables a los 2 min.

Finalmente, AP podria actuar por medio de la unién con integrinas, ya que existen
evidencias que implican un motivo RHDS, similar al motivo RGD presente en proteinas
de unién a integrinas como es el caso de fibronectina. Se ha descrito una competencia
entre fibronectina y el péptido amiloide en la unién por integrinas;(Sabo etal., 1995).

Como proyeccion futura de este trabajo de tesis serfa interesante continuar con la
busqueda del elemento responsable de la asociacién de tau con “balsas lipidicas”, y

analizar la relocalizacion de cdkS en “balsas lipidicas™ como blanco de tratamiento en la

EA, con el fin de prevenir la hiperfosforilacion de tau.
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Roscovitina

DDOGIBONY
LR (TR (et

Figura 18: Caricatura representando la dindmica del complejo Fyn-tau y las quinasas
Cdk5 y Gsk3p al incubar células SHSYS5Y con ABys.ss 10uM. A) células control, B)
luego de 1min de incubacion C) luego de 2min de incubacion, D) luego de 10min, E)
pre-tratamiento por 1h con Roscovitina 10uM y luego por 10min con ABs.3s. Desde el
primer minuto de tratamiento con Af, se presume que Fyn y Gsk3[p se activan y
consecuentemente aumenten los niveles de tau fosforilada en Tyrl8 (PY18) y tau
fosforilada en Thr231 (CP9) observado a los 2min. Luego de 10min, cdk5 podria
experimentar una activaciéon y una posterior relocalizacion en “balsas lipidicas”,
aumentando los niveles de tau fosforilada en Ser396/404 (PHF-1). En este punto, Gsk3[3
también podria contribuir a la fosforilacién de tau en Ser396/404. La interaccion entre
Fyn y tau fosforilada en Ser396/404 en casos con A ain se desconoce. Con incubacion
previa de las células con el inhibidor de cdkS5, roscovitina, el complejo cdk5/p35 ya no
se relocaliza en las “balsas lipidicas™ asi como tampoco se detectan niveles de tau
fosforilada en Ser396/404 en estas fracciones.

O : Proteina tau

‘: activacion de quinasas

_ -~ :mecanismo desconocido de interaccion con la membrana
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9. CONCLUSIONES !

Tau se localiza en las “balsas lipidicas” independiente de Fyn, aunque Fyn podria

estar modulando su distribucién subcelular segiin se observd en células Cos7.

1
1

|
La fosforilacién de tau en Tyr 18 por Fyn no es determinante para su distribucién

subcelular.

Las proteina quinasa cdk5 se asocia a “balsas lipidicas” solamente en respuesta a

tratamientos con el amiloide ABzs.3s. %

Las variantes fosforiladas de tau en Thr231 y Ser396/404 sc distribuyen
diferencialmente en “balsas lipidicas”. El mismo patrén se ve reflejado en la

union con Fyn y en los niveles de fosforilacién en Tyr 18.;

|
La interaccion de tau fosforilada en Ser 396/404 y il‘hr231 con Fyn seria
1

favorecida por proteinas mediadoras.

}
|
La presencia de tau, cdk5 y Gsk3( en las “balsas lipidicas™, y los cambios en la

fosforilacién de tau como respuesta al APpsss, plantean un mecanismo de
|
interaccion producido por este estimulo. |

4

1
1
i
1
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