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1. RESUREN

La Proteina Asociada a Microthbulos, tau, participa normalmente en el desarrollo

neuronal y es critica para definir la polaridad de las neuronas. Alteraciones patol6gicas

de  esta  proteina  pueden  llevar  a  la  formaci6n  de  estructuras  an6malas  como  son  los

ovillos  neurofibrilares,  los  cuales  estan  asociados  a  enfemedades  neurodegenerativas

como   es  el   caso   de  la  Enfermedad  de  Alzheimer  (EA).  Una  de  las  regulaciones

postraduccionales de tau ocurre a nivel  de su fosforilaci6n en dos tipos de residuos. EI

primer tipo y ampliamente descrito es la fosforilaci6n en residuos Ser/Thr, llevada a cabo

por varias quinasas  implicadas  en diversas vias de transducci6n  de  sefiales. Entre ellas

esthn   cdk5   y   Gsk3P,   ambas   relevantes   durante   el   desarrollo   neuronal   y   cuyas

desregulaciones son un elemento substancial en la EA. El otro tipo de fosforilaci6n 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 I)roteina

FynHue  esta  presente  en  cerebro  y  sistema  inmunol6gico.  Cabe  sefialar  que  esta

elizima se encontr6 sobreactivada en la EA. Entre las cinco Tyr que posee la estructura

de tau, Fyn fosforila solo a Tyrl 8. Fyn se localiza preferentemente en las balsas lipidicas,

microdominios de membrana plasmatica compuestos por colesterol y esfingolipidos que

participan en sistemas de transducci6n de sefiales. La proteina tau tambi6n esta presente

en estos microdominios, siendo capaz de unirse a Fyn a trav6s del dominio SH3  de esta

quinasa.



En esta tesis doctoral se analizaron los cambios a nivel de la fosforilaci6n de tau,

producidos  como  respuesta  a tratamientos  con  el  p5ptido  amiloide  AP25.35.  Se  observ6

tambi6n que tau se asocia a las balsas lipfdicas independientemente de su uni6n con Fyn

e  independiente  de  la  fosforilaci6n  en  Tyrl8  inducida  por  esta  quinasa.  Se  analiz6  la

distribuci6n  diferencial  en  las  balsas  lipidicas  de  las  variantes  de  tau  fosforilada    en

Tyrl8,  Thr231  y  Ser306/404.     Se  observ6  que  5stas  se  reorganizan  en  respuesta  al

p5ptido  amiloide AP25.35.  Las  fosforilaciones  en Tyrl8  y  en Thr231  aumentaron  en  las

"balsas lipidicas" a los 2 min de tratamiento, mientras que la fosforilaci6n 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  distribuci6n

temporal  y  subcelular  de  tau  fosforilada  en  Ser396/404.  Lo  que  indica  rna  posible

relaci6n 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

fosforilaci6n   de   tau   en   Ser396/404   fueron   indetectables   en   las   "balsas   lipidicas",

revirtiendo el efecto producido a los 10 min por el p5ptido amiloide.

Estos resultados sugieren una nueva sefializaci6n celular en respuesta al p6ptido

amiloide AP25.35,  donde  se  observaron  cambios  en el patron  de  fosforilaci6n de  la tau

asociada a "balsas lipidicas". bste evento podria deberse a la interacci6n 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 GSK3P,

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 flve 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 rafts" 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 AP25_35.  We have seen that tau

can be associated to "lipid rafts" independent on the presence of Fyn and independent on

its phosphorylation at Tyrl 8. The phosphorylated variants of tau studied here (P-Tyrl 8,



P-Thi  231   and  P-Ser306/404)   were   differentially   distributed  on   "lipid  rafts",   and

rearranged  upon  the  action  of AP25.35.     The  phosphorylations  at  Tyrl8  and  Thr231

increased  in  "lipid  rafts"   after  2  min  of  treatment  with  the  amyloid,   meanwhile,

phosphorylation  at    Ser396/404  was  detectable  on  these  fractions  only  after  lomin.

Interestingly,   the   cdk5/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 AP (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. II`ITRODUCCI0N

3.1 Planteamiento del Problema

Este trabajo de tesis doctoral esta focalizado en analizar los canbios en diferentes

patrones  de  fosforilaci6n  de  la proteina tau,  y  su  fosforilaci6n  en  residuos  Tyr,  en  el

contexto del estudio de la patog6nesis de la Enfermedad de Alzheimer (EA), mediante un

modelo ampliamente utilizado para este fin como es la estimulaci6n de cultivos celulares

con fibras agregadas del peptido f}-amiloide.  Se ha descrito que la proteina tau participa

principalmente formando  los llamados Filamentos Helicoilades Pareados (o  su  sigla en

ingl6s PIITs),  los cuales a su vez durante  el avance  de la enfermedad dan origen a los

Ovillos    Neurofibrilares    (ONF).    Estos    elementos    se    agregan    intracelularmente

produciendo  la  citotoxicidad  propia  de  una  sobre  agregaci6n  proteica  (Billingsley  y

Kinkaid 1997; revisado por Goedert et al.,1995).

Los PHFs son autoagregaciones de la proteina tau hiperfosforilada, modificaci6n

que imposibilita el cumplimiento de su funci6n citos6lica normal, esto es, la regulaci6n y

estabilizaci6n de los microthbulos y del citoesqueleto en  general (Witman et al.,  1976;

Correas  et  al.,  1990;  Farias  et  al.,  1992;  Lee  y  Rock,  1992;  Moraga  et  al,  1993).  Las

hiperfosforilaciones que hasta ahora ham sido estudiadas afectan a residuos de tipo Ser o

Thr,  efectuadas  entre  otras  quinasas  por  cdk5  y  Gsk3P a3illingsley  y  Kinkaid  1997;

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



otras quinasas asociadas a este tipo de fosforilaciones en tau, los estudios dirigidos a la

EA se han concentrado en cdk5 y Gsk3P dada su evidente sobreactivaci6n (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 ham sido memos estudiados, tal es el caso de la

fosforilaci6n  en  Tyr.  Tau  posee  cinco  residuos  Tyr  de  los  cuales  se  han  descrito  tres

fosforilados: Tyrl8 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 seria fosforilada por la quinasa c-Abl

(Derkinderen et al., 2005).

El inter6s por este novedoso modo de fosforilaci6n se sustenta en observaciones

que correlacionan la presencia de tau fosforilada en Tyr con: la autoagregaci6n de tau, la

generaci6n  de  los PHFs y el avance  de  la enfermedad (Vega. et al.,  2005).  En nuestro

trabajo  escogimos  estudiar  la participaci6n  de  la proteina  Tyr  quinasa  Fyn,  porque  a

diferencia de las otras Tyr quinasas que fosforilan a tau, 6sta se encuentra sobreactivada

en  la  EA  (Ho  et  al.,  2005).  De  este  contexto  se  derivan  los  dos  I)rimeros  objetivos

especificos de la tesis.

El residuo Tyrl8  esta conservado entre las distintas  isoformas de tau humana y

tambi6n en rat6n, rata, chimpanc5 y bovino, de lo que se infiere su participaci6n durante

el   desarrollo  del  cerebro.   Las   similitudes  entre  fosforilaciones   de  tau  presentes  en

desarrollo fetal de cerebro y las presentes en la EA ham sido descritas previamente. Una

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



tambien  denominada  epitopo PHF-I  debido  a que  se  encuentra presente  en  los PHFs.

Esta fosforilaci6n, que es detectada nomalmente durante el desarrollo neuronal del feto,

reaparece  en  la  patologia  a{enessey  y  Yen,   1993;  Combs  et  al.,   1998).  Ya  que  la

isoforma  de  tau  que  se  une  con mayor  afmidad  a Fyn  es  la  expresada en  estadios  de

desarrollo neuronal fetal @haskar et al., 2005), pensamos en la similitud que podria tener

la fosforilaci6n en Tyrl8 en la EA con lo que ocurre con la fosforilaci6n en Ser396/404

en la EA. A raiz de esto se propuso estudiar la participaci6n de Tyrl8 fosforilado en la

EA.

A continuaci6n  se hafa una breve  descripci6n  de  los  elementos  de  estudio mas

relevantes en este trabajo.

3.2 Contexto flsio]6gico, celular  y molecular de ]a Enfermedad de Alzheimer CIA)

La EA es rna de las formas mas comunes y estudiadas de demencia. La primera

descripci6n    de    esta   enfermedad    fue    realizada   por    Alois    Alzheimer    en    1907.

Generalmente   afecta   a   adultos   mayores   de   60   afros   disminuyendo   el   intelecto   y

provocando  una  p6rdida  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 enfemedad puede tomar de 2 a 20 afros luego de que aparecen los primeros

signos, aunque la muerte generalmente ocurre en alrededor de 8 a  10  afros, tiempo que

varfa de persona a persona.

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

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



Luego  se  afecta  la  corteza  y  la  amigdala.  El  principal  componente  extracelular  en  el

cerebro   de   los   enfermos   con   EA   son   los   dep6sitos   de   amiloide   compuestos   por

acumulaciones  del p5ptido 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  gen6ticamente,  o bien de manera tardia en individuos

de la tercera edad. La primera se denomina EA de tipo familiar GAD), que corresponde

al 5% de los pacientes, la segunda afecta a aquellos individuos mayores de 60 afros que

desarrollan la patologia por mdltiples causas (enfemedad de tipo esporadico). Entre los

factores asociados a FAD estin 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 tambien en astrocitos, microglia,  celulas endoteliales, mdsculo  liso y en

todas   las   neuronas   perifericas.   APP   es   procesada   por   3   enzimas   llamadas ch, Py

y secretasas. La Ch-secretasa es un miembro de la familia de metaloproteasas ADAM,  P-

secretasa  es  una  aspartil  proteasa unida a  membrana,  tambien  llamada BACE.  Ambas

secretasas  clivan  el  ectodominio  de APP  en  distintos  sitios,  dando  como resultado  dos

fragmentos denominados segtin la secretasa involucrada: APpsa y APPsP. Luego de que

ocurren  estos  clivajes,  la y-secretasa procesa  el  dominio  transmembrana resultante  del

fragmento  C-terminal  de  APP  (or-CTF  y  a-CTF)  produciendo  dos  fragmentos  mas



pequefios  llamados p3  (si  es cortado previamente por or-secretasa)  6 A8  (si es cortado

previamente por P-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 AP

. puede tener 40  o 42  aminoacidos  (Api4o o Api42). La forma  1-42 es neurot6xica y se

agrega  mas  ffoilmente  en  placas  (Figura  1).  Las  mutaci6nes  de  APP  podrian  estar

localizadas en la parte extracelular de la proteina-relacionada con los sitios de corte de

las  secretasas-favoreciendo  la acumulaci6n  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  Q'S1),  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 acumulaci6n de placas de amiloide.

(iii)   Apolipoproteina   E   (APOE):   localizado   en   el   cromosoma   19,   participa   en   el

transporte de colesterol en la sangre a trav6s del cuexpo. Hay 3 alelos para APOE: £2, €3

y  £4.  No  es  que  una mutaci6n  en  este  gen  cause  EA,  es  solamente  que  la  ocunencia

natural del alelo €4 es un factor de riesgo.

(iv) or-2-macroglobulina:  se encontr6 en EA que existia un polimorfismo en una regi6n

intr6nica 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 estin :

(i) edad

(ii) acumulaci6n de P-amiloide
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(iii) agregaci6n de tau para formar las fibras helioidales pareadas ¢HFs), que conforman

los ovillos neurofibrilares (ONFs) presentes en el interior de la c5lula.

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

amiloides.

(v) Estr6s oxidativo:  en EA ciertos factores como la placa de amiloide y la inflamaci6n

pueden causar dafio en la mitocondria, produciendo radicales  libres altamente reactivos

en la c6lula lo cual a su vez causa el rompimiento de tejidos y la alteraci6n o dafio del

DNA.

(vi) Calcio: 1a acumulaci6n del p6ptido amiloide como placas puede causar rna entrada

excesiva  de  calcio  a  la  c6lula,  lo  cual  es  t6xico  para  el  normal  funcionamiento  de  la

neurona.

3.3 Proteina tau. Funcion flsiol6gica y participaci6n en la EA

Las  MAPs  son  proteinas  de  alto  peso  molecular  (>200kDa)   encargadas   de

estabilizar a los microthbulos en la formaci6n de la red de citoesqueleto. Entre ellas esta

la  proteina  de  bajo  peso  molecular  denominada  tau  (45-62kDa),  la  cual  se  une  a  los

microthbulos por medio de unas repeticiones en su segmento  C-terminal, denominadas

dominios  de uni6n a microthbulos.  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 concentraci6n crftica de tubulina que se necesita para comenzar el proceso

de polimerizaci6n de microthbulos,  estabilizindolos en su extremo positivo (Witman et

al.,1976; Farias et al.,1992). Esta es la principal funci6n descrita para tau en los
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±=in         d
Citoplismico
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I                         y-secretasa

AICD,    p3                           APPsol

Via No Amiloidog6nica
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I
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y-secretasa

APPsB
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Figura  I:  Modelo  del procesalniento  de  la proteina precursora de  amiloide  (APP) por
las   secretasas   a,P.y   y.      La   hidr6lisis   del   APP   puede   ocurrir   seghn   la   via   no
amiloidog6nica,   como  la  a-secretasa,   lo  que  produce  APpsq,   o  bien   segdn   la  via
amiloidog6nica  efectuado   por   la   P-secretasa  y   lo   cual   produce   un   fragmento  mas

pequefio   llamado   APPsP.   La   y-secretasa   corta   luego   de   las   secretasas   anteriores
produciendo un peptido pequefio llamado p3  (si proviene de APpsa) el cual se disuelve
facilmente, o bien el peptido amiloide  AB que puede consistir en 40 o 42 amino deidos.
Este tiltimo es el que se acumula formando placas.
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procesos  de  neuritog6nesis  y  axiogenesis.  Los  microthbulos  asociados  a  tau  con  4

repeticiones tienen mayor estabilidad I.# vz.vo, en terminos de resistencia a nocodazol, que

aquellos  asociados  a  tau  con  solo  3   repeticiones  (Lee  y  Rook,   1992).  Ademas,   la

expresi6n de tau en c6lulas no neuronales produce la extensi6ri de procesos debidos a la

polimerizaci6n y estabilizaci6n de microtdbulos   (Lee and Rook,  1992). Tau tambien se

une  a  los  microfilamentos  de  actina  por  medio  de  uno  de  sus  dominios  de  uni6n  a

microthbulos (Moraga et al,  1993; Correas et al.,  1990).

Se   ham   descrito   localizaciones   subcelulares   de   la  proteina   tau   diferentes   a   la

citos6lica, 6stas son la localizaci6n nuclear (Cross et al., 2000;  Sjoberg et al., 2006) y la

localizaci6n 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  altemativo  de  este  gen,  las  cuales  varian  en  el

ntimero de repeticiones en su extremo N-terminal y en el ntimero de dominios de union a

microthbulos en su extremo C-terminal (Figura 2) qievisado por Maccioni y Cambiazo,

1995, y por Andreadis, 2005). La expresi6n de las distintas isoformas de tau diflere entre

el sistema nervioso central y el periferico, y durante  el desarrollo. De este modo,  en el          ,

cerebro de rata por ejemplo, la tau fetalque es la isoforma mas pequefia-se expresa

desde el estado embrionario 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 proteina altamente soluble con una mayoria de residuos hidrofilicos; 6stas
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Isoforma de tau:

fetal             3 RON

adulto        3R 1 N

adulto        4RON

adulto        3 R2N

adulto        4RIN
1

adulto        4REN

largo en aminoacidos:

Figura 2: Esquema de las diferentes isoformas de tau. De las 6 isoformas de tau, la mas
pequefia es expresada en feto, mientras que  las demas 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  repetici6n  extra de  uni6n  a
microthbulos de las isofomas con 4 repeticiones en el extremo C-teminal.
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caracteristicas le confieren rna estructura nativa desplegada, y una resistencia al calor y a

tratamientos con acido.

La   funci6n   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  clara  6nfasis  a  las  fosforilaciones.  Estas

ocurren en dos tipos de residuos:

(1) En residuos SerIThr:  ocurren principalmente en la regi6n C-terminal, modificando

la afmidad de tau por los microthbulos (Billingsley y Kinkaid 1997; Alvarez et al.,1999;

Biemat  et  al.,  1999;  Taniguchi  et  al.,  2001).  Un  desbalance  en  las  actividades  de  las

quinasas responsables conllevan a la hiperfosforilaci6n de tau, produciendo la formaci6n

de los filamentos helicoilades pareados (plus), 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  fosforilaci6n  junto  con  los  residuos  afectados

(tambi6n descrita en Rojo et al., 2006).

(2)  En  residuos  Tyr:  Este  tipo  de  fosforilaci6n  se  ha  propuesto  como  otro  de  los

elementos  importantes  en  el  proceso  de  autoagregaci6n  de  la  proteina  (Vega  et  al.,

2005).  Recientemente  se han descrito:  Tyrl 8  fosforilada principalmente por la quinasa

Fyn aunque tambi5n puede ser fosforilada por Src (Lee et al., 2004), Tyr29 fosforilada

I.#  vj.fro  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/'I'hr

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

osfitasas
2

I I

3 3

I
2

3

I2 I2

3Cpinasas

23 23 23 23 23

3 3 3

PKA S214 S262 T293 S324 S356 S404 S409 S416

PKB T212 S214

PKC T123 S396 S404 S416

CaMKII S262 S356 S416

p11O"pk S262

JNI T175 Tl8| S202 T205 T212 S262 S396 S404

p3g S46 T175 Tl8| S202 T205 T212 S356 S396 S404

SAPK3 Tl8l S262 S356

ERK2 S46 T175 Tl8l S202 mos T212 S396 S404

GSIGP T175 Tl8| S|99 S202 T212 n3| S396 S404

Cdk5 Tl8| S202 n05 T212 n3l S235 S396 S404

Cdk2 S46
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En  esta  tesis  mos  enfocaremos  en  las  Ser/Thr  quinasas    cdk5  y  Gsk3P,  y  en  la  Tyr

quinasa Fyn:

a)    Cdk5-p35:  Es  un  miembro  de  las  quinasas  dependientes  de  ciclinas  (CDKs),  las

cuales estin,involucradas en la regulaci6n 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 rifi6n, testiculos, ovarios y cerebro

(Lee et al., 2004b). La activaci6n de cdk5 es regulada por dos subunidades presentes en

cerebro, llamadas p35 y p39 a'aglini et al.,  1998; Amin et al., 2002). El activador p35 es

hidrolizado por calpaina, dando como resultado dos fragmentos: plo (correspondiente al

segmento N-terminal) y p25  (correspondiente al segmento C-terminal). p25  se asocia a

cdk5  mostrando  una actividad  mas  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

mas estable cdk5/p25, fosforila a tau en epitopos presentes en los PHFs. Este complejo la

fosforila  en  residuos  Ser/Thr  seguidos  por Pro  y tambi6n  en  residuos  que  facilitan  la

posterior fosforilaci6n por otras proteinas quinasas como Gsk3  (llamados sitios primed)

(Cho y Johnson, 2003). La sobreexpresi6n o la sobreactivaci6n del complejo produce una

hiperfosforilaci6n de tau, causando la autoagregaci6n de tau y la posterior generaci6n de

los fllamentos helicoidales pareados (PHFs).

b) Gsk3P: La proteina GSK3B de 46kDa se expresa en pulm6n, rifiones y cerebro (Lau

et  al.,   1999).  Para  algunos  sustratos,  Gsk3  necesita  de  una  fosforilaci6n  previa  del
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sustrato en un residuo Ser localizado en el lado C-terminal de su sitio de reconocimiento,

5stos son llamados sitios de modiflcaci6n 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  P-catenina;  estos  son  llamados  sitios  de modificaci6n  no

establecida  ("unprimed").  Gsk3P  cumple  varias  funciones  implicadas  en  el  desarrollo

embrionario,   en  la  regulaci6n  de   la  expresi6n  g6nica  y  tambi6n  en  enfermedades

neurodegenerativas.  En  la  EA,  la  quinasa  GSK3P. fosforila  a  tau  tanto  en  sitios  de

modificaci6n  establecida  como  en  sitios  de  modiflcaci6n  no  establecida.  En  pacientes

que padecen esta patologia, GSK3B colocaliza con los ovillos neurofibrilares (ONFs). En

otros modelos, presinilina 1  (PS1), otra proteina que participa en esta enfermedad, se une

al   complejo   GSK3P/tau   activando   a   la   quinasa  y   ayudando   de   este   modo   a   la

fosforilaci6n de tau.

c)  Fyn: Esta proteina de 59kDa sufre sp/I.cz.ng atemativo del exon 7 en el genu6;77 lo cual

origina dos isoformas: FynT, expresada en c5lulas de origen hematopoi5tico y FynB, la

cual es mas ubicua y esfa 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 activaci6n se debe a la fosforilaci6n en Tyr420 (Tyr416 en Src); 5ste es un evento

de  autofosforilaci6n.  Por  el  contrario,  la  inactivaci6n  se  produce  por  fosforilaci6n  en

Tyr531  (Tyr527 en Src) llevada a cabo por la quinasa Csk urypta et al.,  1988; Cheng et
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al.,  1996). Fyn es rna quinasa no receptora de membrana que participa en varios sistemas

de transducci6n de sefiales dependiendo del tipo de c6lula donde est6 localizado.

Fyn  se una a tau a trav6s de su dominio  SH3.  Este dominio reconoce a uno  de  los

motivos  ricos  en  prolina  de  tau,  PXXP,  especificamente  entre  los  residuos  Pro233  y

Pro236  (enurnerados segtin la secuencia de la isforma mayor 4R2N)  (Lee et al.,  1998).

Entre las 5 Tyr que posee la proteina tau, Fyn s6lo fosforila a Tyrl 8 Gee et al., 2004). Se

piensa que  Src tambi6n puede  fosforilar a tau en otras  de  las Tyr y ademas  en Tyrl8,

pero  en  este  caso  parece  ser  que  lo  hace  en  menor  cantidad  que  Fyn  (Bhaskar et  al.,

2005).

Fyn  tambi5n  participa  en  la  EA,   esta  es  activada  por  el  p6ptido   amiloide

produciendo la fosforilaci6n de otras proteinas como respuesta (Williamson et al., 2002).

En el hipocampo de ratones transg6nicos para Fyn, ocurre una disminuci6n en los niveles

de   terminales   presinapticos  reactivos   para   sinaptofisina   (Ching   et   al.,   2004),   una

degeneraci6n progresiva de la sinapsis que tambien se ha descrito en la EA. Fyn tambi6n

puede   fosforilar   y   activar   a   la   quinasa   GSK3P..favoreciendo   de   este   modo   la

hiperfosforilaci6n de tau.  Recientemente se describi6 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 quo et al., 2005). Tambi6n se observ6

en los mismos pacientes que los niveles de Fyn disminuyen en los terminales sinapticos

incrementando   en   los   cuexpos   celulares   neuronales,   colocaliz5ndo   con   los   ovillos

neurofobrilares.
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3.4  Tan asociada a  Membrana Plasmatiea y ``balsas lipidicas"

El  extremo   C-terminal   de  tau  tiene  funciones  relacionadas   con  la  uni6n  a

microthbulos y a microfilamentos de actina al igual que el resto de  los miembros de la

familia de las MAPs. El otro extremo, N-teminal, es una proyecci6n de la proteina que

no participa en la estabilizaci6n de microthbulos ni en la extension de procesos (Lee and

Rook,1992; Brandt and Lee,1993; Leger et al.,1994). En  1995, Brandt y colaboradores

observaron que cuando transfectaban s6lo este dominio de tau en celulas PC12,  este se

localizaba  en  la  membrana  plasmatica.  La  interacci6n  de  tau  con  la  membrana  era

independiente  de  la  isoforma,  todas  incluyendo  la  tau  de  alto  peso  molecular  eran

encontradas  en   la  membrana  plasmatica.  Finalmente,   este  grupo  sugiri6     que  esta

asociaci6n con la membrana no era directa sino por medio de otras proteinas.

La asociaci6n de tau con la membrana plasmatica puede verse afectada segtin su

patr6n de fosforilaci6n (Arrasate et al., 2000; Maas et al., 2000; Ekinci and Shea, 2000).

Tau   desfosforilada   en   Serl99   (epitopo   del   anticuelpo   Tau-1),   es   detectada  en   la

membrana plasmatica.  Cuando  la fosforilaci6n de tau en este tipo de residuos aumenta,

tau es liberada de la membrana.  Si se toma en cuenta que la hiperfosforilaci6n de tau en

epitopos  SerIThr afecta su  interacci6n con microthbulos,  su  liberaci6n de la membrana

podria ayudar a que esta subpoblaci6n especifica de tau migre al citosol, acumulindose y

favoreciendo   su   agregaci6n.   Esta   idea   concuerda   con   la   menor   cantidad   de   tau

fosforilada  en  epitopos  Ser396/404  y  Serl99  encontrados  en  la  membrana plasmatica

Oraas  et  al.,  2000;  Ekinci  y  Shea,  2000).  Sin  embargo,  hasta  el  momento  todos  los
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estudios se ham realizado sobre fosforilaciones de tipo Ser/Thr y no sobre fosforilaciones

en Tyr, de lo cual atin no se tiene amplia informaci6n.

Se ha propuesto  que tau se une a la membrana plasmatica en asociaci6n con el

citoesqueleto  de  actina  subcortical presente  en la periferia celular Q4aas  et  al.,  2000).

Tau  se  une  a actina por medio  de  las mismas  repeticiones requeridas  para  su uni6n  a

microtfroulos (Correas et al.,  1990; Moraga et al.,  1993), lo cual tambi6n es regulado por

fosforilaciones.   Maas   et   al.,   (2000)   propusieron   que   la   acumulaci6n   de   tau   en

compartimentos somatodendriticos observado en la EA podian resultar de la p6rdida de

interaci6n tau/actina  cortical  debido  al  aumento  en  la  fosforilaci6n  de  tau  en  epitopos

tipo PHF.

Para oligodendrocitos,  se propuso un modelo  para  el  proceso  de mielinizaci6n.

En el,   Fyn interactha con la membrana plasmatica y con tau, y a su vez tau interactia

con los microtfroulos. Todo este complejo estarfa presente en las "balsas lipidicas". Esto

fue   observado   en   experimentos   de   co-inmunoprecipitaci6n   realizados   a   partir   de

fracciones de "balsas lipidicas" (Klein et al., 2002).

Las  "balsas  lipidicas"  se  forman  por  el  enriquecimiento   de  colesterol  y  de

esfingolipidos  en  la membrana plasmatica,  esto  le confiere  caracteristicas  diferentes al

resto de la membrana. Los esfmgolipidos tienen cadenas largas y saturadas en vez de las

cortas  e  insaturadas  de  los  fosfolipidos,  5sto  hace  que  la transici6n  de  la  fase  Lp  (gel

ordenado)  a  la  fase  La  (liquido  cristalino)  en  los  esfingolfpidos  ocurra  cerca  de  la

temperatura fisiol6gica 37°C   en vez de lo normal que es 0°C o por debajo de los 0°C.

Estas  caracteristicas,  en  conjunto  con  que  los  esfingollpidos  estin  lateralmente  mas
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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  bioquinicas

hacen  posible  su  purificaci6n  tomando  ventaja  de  su  insolubulidad  a  detergentes  no

i6nicos 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 estin compuestos   de una proteina

llamada  caveolina.  Esta  interactha  con   la  membrana  dando  origen  a  las   llamadas

caveolas,  las cuales  son consideradas  como  formas  especializadas de "balsas  lipidicas"

implicadas en transducci6n de sefiales. El tamafio de las "balsas lipidicas" fluctha entre

los 50 y 100 nm. Se cree que las "balsas lipidicas" estin involucradas en transducci6n 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" tambi6n estin implicadas en la sefializaci6n por integrinas

y en el procesamiento de la proteina Precursora de Amiloide (APP) (Parkin et al.,  1999;

Ehehalt et al., 2003). La generaci6n de AP debido a la prote6lisis de APP por a-secretasa

parece ocurrir en las "balsas lipidicas", e incrementos en los niveles de colesterol en la

membrana plasmatica pueden aumentar la formaci6n de estos microdominios y por ende

la producci6n de AP (Marlow et al., 2003; Ehehalt et al., 2003).
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Ademds la quinasa Fyn, que fosforila a tau en Tyrl8 se ubica principalmente en

estos  microdomininos,  asi  como  tambien  se  ha  descrito  la  presencia  de  tau  en  ellos

Qclein et al., 2002; Kawarabayashi et al., 2004).

El modelo experimental escogido para la realizaci6n de esta tesis  es la incubaci6n de

cultivos  neuronales  con  el  peptido  amiloide  que  conforma  las  placas.  Este  p5ptido  es

generado por el clivaje de una proteina precursora de amiloide (APP). Generalmente este

p5ptido consiste en 42 aminoacidos por lo que se denomina peptido Api42. Sin embargo,

recientemente  se  ha  descrito  otra  variante  de  este  mismo  p6ptido,  de  tamafio  mas

pequefio y altanente reacitvo,  el peptido AP25.35  (Varadarajan  et al.,  2001;  Clementi y

Misiti,  2005).  Nuestro  laboratorio  ha utilizado  ambos  modelos  de  estudio  (Saez  et al.,

2006) y en este trabajo de tesis se utiliz6 solamente el p6ptido mas pequefio.

En  este  trabajo  de  tesis  doctoral  estudiamos  las  variaciones  en  los  patrones  de

fosforilaci6n de tau, tanto en Tyr como en Ser/Thr, en respuesta a la incubaci6n con el

p6ptido amiloide Af}25.35. Estudiamos ademds la dependencia de estas fosforilaciones con

las quinasas Fyn, cdk5 y Gsk3P,  y analizamos finalmente qu6 es lo que ocurre con este

subconjunto de proteinas en las "balsas lipidicas".
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4. InpoTEsls GENERAL

De  acuerdo  a  los  antecendentes  presentados  anteriormente  que  contemplan  la

asociaci6n de tau, Fyn y Gsk3P a las "balsas lipidicas", la fosforilaci6n de tau en Tyrl8

por Fyn, y la determinante participaci6n de tau, Fyn, cdk5 y Gsk3P en la EA, postulamos

que: ``El p6ptido amiloide AP25.35 induce una relocalizaci6n de la quinasa cdk5 en las

``balsas  lipidicas", y  tanto  cdk5  como  Gsk3P y  Fyn  fosforilan  a  tau  en  residuos

Ser396/404, Thr231 y Tyrl8 respectivamente, en este compartimiento subcelular"

5. OBJETIV0 GENERAL

El  principal  objetivo  de  esta tesis  es  caracterizar  la asociaci6n  de tau  a las  "balsas

lipidicas" y determinar la responsabilidad de Fyn en esta localizaci6n subcelular de tau.

Dadas  las  evidencias  obtenidas  anteriormente  por  nuestro  laboratorio,  que  vinculan

cambios  en  la  fosforilaci6n  de  tau  con  la  EA,  buscamos  la  relaci6n  de  este  evento

molecular vinculado a la fosforilaci6n de tan con la subpoblaci6n asociada a las "balsas

lipidicas"'
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5.1 0BJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Estudiar los patrones de fosforilaci6n de tau en Tyrl8,  Ser396/404 y Thr231  cuando

esta asociada a las "balsas lipidicas".

2.   Analizar el papel de la quinasa Fyn  en la asociaci6n de tau con las "balsas lipidicas"

mediante el analisis de:

a) Efecto de las fosforilaciones de tau en Ser396/404 y Thr231  sobre su asociaci6n con

Fyn y su fosforilaci6n en Tyrl8.

b)  Dependencia  de  la  fosforilaci6n  en  Tyrl8  de  tau  en  relaci6n  a  su  localizaci6n

subcelular

c) Dependencia de tau por Fyn en relaci6n a su localizaci6n en las "balsas lipidicas"

3.-   Determinar la presencia de las quinasas SerIThr de tau, cdk5 y Gsk3P   asociadas a

las "balsas lipidicas" en c6lulas de neuroblastoma SHSY5Y.

4.-   Estudiar el efecto del p6ptido amiloide AP25.35 en la fosforilaci6n de tau en Tyrl8,

Ser396/404 y Thr231, y en la distribuci6n en las "balsas lipidicas" tanto de tau como de

cdk5 y Gsk3P.
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6. MATERIALES Y RETODOS

6.1 Material Biol6gico: Se utilizaron 3 1ineas celulares de mamifero:

- SHSY5Y neuroblastoma humano

- N2a neuroblastoma de rat6n

- Cos7 rifi6n de simio

Tambien  se  utiliz6  1a  cepa  de  E.   coJ!.  DH5ex  para  los  proces,os  de  amplificaci6n  y

subclonamiento de los CDNA de interes.

6.2 Reactivos :

GIBC0   Laboratories   Life   Technologies,  Inc.:   Medios   det cultivo:   MEM   Eagle

minimo, F12 mezcla de nutrientes, DREM Dulbecco's Eagle mpdificado,  Opti-Mem I;

Antibi6ticos-Antimic6ticos     100x;    Tripsina-EDTA     lox;  I MFM    Aminoacidos    no

esenciales loox; Suero Fetal de Bovino

Polyscience: Suero Petal de Temero.                                                    ,

I

L

SIGMA:  Fibronectina,  Inhibidor  de  tripsina del  poroto  se  soja,I Optiprep  gradiente  de

densidad,   Faloidina-rodamina,   Bromuro   de   etidio,    P-mercaptoetanol,   poli-L-lisina,

Laminina,    Piruvato    de    sodio,    Azida    de    sodio,    Azul    dp    Coomassie    G-250,
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Albtimina de suero de bovino (BSA), Hepes, Mes,   Dnasa I,  co¢ktail de inhibidores de

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

I

Perhin Elmer: Reactivo ECL para Western blotting

MERCK: Triton X-100, etanol, metanol, 2-isopropanol, acido clo\rhidrico

Oncogene: Proteina G PLUS agarosa.

Invitrogen: Lipofectanina 2000, plasmidio TOPO TA.

810 RAD: Estindar de proteinas Precision Plus All Blue.

6.3 Anticuerpos:

Tau5 monoclonal que reconoce todas las isofomas de tau indepepdientes de su estado de
I

fosforilaci6n fue donado por  el Dr. L. Binder a3EUU)                     I

Anticuerpos  9G3  monoclonal y   PYl8  policlonal.  Ambos reconocen tau fosforilada en
I

Tyrl 8. Fueron donados por Dr. G. Lee (EEUU)
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PIIF-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 a3E UU)

t

JM policlonal que reconoce tau total independiente del estado de fosforilaci6n. Donado

por Dr. A.Takashima (Jap6n)

cdk5 policlonal  C8 que reconoce cdk5 total. Donado por Dr. S. Brady (EEUU)

I

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

Simons (Alemania) y por los Drs. J. Balsamo y J. Lilien (EEUU)  I
1

Adquiridos  en  Santa  Cruz Biotechnology.  Anticuerpos  contra ¢dk5  monoclonal  J3  y

tambien  policlonal  C8  que  reconocen  cdk5   total;   cdk5   fosforyrl5   policlonal  que

reconoce  cdk5  fosforilada  en  Tyrl5;  p35  N20  policlonal  que ,reconoce  el  segmento

amino terminal de p35; p35 C19 policlonal que reconoce el segm9nto carboxilo terminal

de  p35;  Erkl  policlonal que reconoce Erkl  total;  Fyn policlona,I  que reconoce niveles

I

totales de la quinasa Fyn; Src policlonal que reconoce niveles tota|es de la quinasa Src

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

del marcador de "balsas lipidicas" flotilina-1  .
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Adquiridos  en Upstate.  Src phospho-Tyr416  monoclonal  que reconoce  Src  fosforilada

en  su  sitio  de  activaci6n Tyr416,  reacciona tambien con  otros  miembros  de  la familia

quinasa en el sitio de activaci6n equivalente, como Fyn

Adquiridos   en   Jaclrson   Laboratories.   Anticuexpos   secundari.os   acoplados   a  HRP

®eroxidasa de  rabano)  para Western Blot:  anti mouse IgG,  IgM,  anti  rabbit IgG,  anti

goat IgG

6.4 Cultivo celular

La linea de neuroblastoma humano  SHSY5Y fue crecida en una mezcla  1:1  de

medios MEM y F12 suplementada con Hepes  15mM, RIM aminoacidos no esenciales

100x,  10%  suero  fetal  de bovino y   antibi6ticos  100x (100U/ml penicilina,  loo  Hg/ml

estreptomicina) a 37° C y 5% C02. Las lineas celulares N2a y Cos7 fueron crecidas en

medio DREM suplementado con 5°/o suero fetal de bovino y antibi6ticos, a 37° C y 5%

C02. Para todos los casos, al llegar a 70-80% de confluencia, las` celulas fueron lavadas

en tamp6n PBS  IX esteril y calentado a 37°C 2 veces, tripsinizaqas con una soluci6n de

tripsina-EDTA  0.05%  durante  2  a  3  min,  luego  centrifugadas  en  medio  de  cultivo  y

divididas en varias placas.
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6.5  0btenci6n  de  las  ``balsas  lipidicas"  mediante centrifugaci6n  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 celulas provenientes de 2

placas de  100mm para el caso de SHSY5Y y N2a (en 70°/o confltiencia) o de 1  placa de

loomm para el caso  de  Cos7  (en 70%  confluencia)  fueron lisadas  en 2  ml  de tamp6n

MBS  IX  con  10/o  Triton  X-loo  (MES  25mM,  Nacl  150mM  ajustado  a  pH  6.5  con

NaoID con 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).  Luego  de  ser  homogenizadas  con  10  golpes  en  un  homogenizador  de  vidrio

fueron incubadas en hielo durante  1 h con DNasa I (20 Lig/ml). E| gradiente de Optiprep

fue preparado de la siguiente manera:  la soluci6n que va en el fondo del tubo tiene 40%

de  Optiprep,  esta  se  hizo  mezclando  un  volumen  del  homogenizado  total  con  dos

voltimenes  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  IX.

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 NIS50

swinging bucket). Luego  se colectaron  9  fracciones  de  200  ul  cada una desde  la parte

superior  del  tubo  hacia  el  fondo.   Voltimenes   iguales  de   60Hl   de   cada  una  de   las

fracciones  fueron  analizadas  por  Western  blot  para  marcadores  de  "balsas  lipidicas"

Q]lotilina-1)  y  marcadores  de  fracciones  de  no  "balsas  lipidicas"  a3rkl,  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  "balsas  lipidicas"  o  bien  en
I

lisados totales  de  c6lulas  fueron hervidos por 5  min en tamp6n:Laemli  (0,3M Tris pH

6,8;  5%  SDS;  0,7M f}-mercaptoetanol; 20°/o glicerol;  0,0250/o 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    eni   tamp6n    Laemli    sin

P-mercaptoetanol.  Los  mini  geles  fueron  corridos  por  1  h  a  40mA  en  tamp6n  Tris-

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

6.7 Inmunodetecciones

Luego de la electroforesis de proteinas en el gel, 5stas fi}eron transferidas a una

membranadeinmobilonTM-Penunsistemadetransferenciasemisecocontamp6nTris-
1

Glicina-Metanol por 36min a  10V o a una membrana de nitroce|ulosa en un sistema de

transferencia   en   htimedo   con   tamp6n   Tris-Glicina-Metanol   ,por   lh   a   100V.   Las

membranasfueronlavadasbrevementeentamp6nTBS-T(50miviTris,150mMNaclpH

7.6 con 0.1°/o Tween-20), bloqueadas con BSA al 3% en TBS-T por  1  h a temperatura
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ambiente e incubadas con los anticuexpos correspondientes. Todos los anticuerpos fueron

preparados en tampon TBS-T;  los anticuexpos primarios fueron incubados durante toda

la  noche  a  4°C  y  los  secundarios  por   lh  a  temperatura  ambiente.  Luego  de  cada

incubaci6n con anticuexpos,1as membranas fueron lavadas 3 vecf}s por  10 min cada vez

con  TBS-T.  Finalmente  el  blot  es  revelado  usando  el  reactivo  ECL  PLUS  (Perkin

Elmer).

6. 8 Inmunoprecipitaciones

Las  celulas  provenientes de  1  o  2 placas  de  100mm  fueron homogenizadas  en

tampon de lisis con 2% Nonidet NP40 (25mM Tris, 150mM Nacl, pH 7.2) con Dnasa I e

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  lh 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 inmunoprecipitaci6n se usaron cantidades de

proteinas totales entre 500 Hg y  1000 Lig. Antes de incubar las muestras con anticuexpos,

6stas  fueron  sometidas  a eliminaci6n  de  union  inespecifica con, las  esferas magn6ticas
I

unidas a proteina G o a anti-mouse lgM durante  lh a 4°C en agitaci6n suave. Luego de

esto  se  procedi6  a incubar  las  muestras  con  los  anticuerpos  de ,inter6s  durante toda  la

noche  a 4°C  en  agitaci6n  suave.  Para esto  se  utilizaron  5Hl  de  anticuerpo  concentrado

como  Fyn  o  100prl  de  las  sopas  monoclonales  (CP17  o  CP9,  9G3,  PHF-1).  Todas  las
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sopas monoclonales fberon concentradas primero formando los inmunocomplejos con las

esferas  magneticas  correspondientes  durante  lh  a  4°C.  Para  esto  se  usaron  30ul  de

proteina G o 60Lil de anti-mouse IgM. Luego de la incubaci6n con el anticuexpo primario

concentrado,  se  incub6  durante  lh  a 4°C  con  las  esferas magn6ticas  correspondientes.

Las muestras fmalmente fueron lavadas 3 veces durante 5 min cada una con tamp6n de

lisis pero con  1% Triton X-100 en vez de 2% Nonidet NP40. Luego se les agreg6 20Hl

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

6.9 Transfecciones Transientes

La linea de neuroblastoma de rat6n N2a fueron transfectadas de forma transiente

con 3 tipos de cDNAs de tau: tau fetal humana, tau mutante Y18F o tau con deleci6n en

un dominio rico en prolina AP. Estos estaban insertos en el plasndidio pRcCMV (donado

por la Dra. Gloria Lee) usando el protocolo de Lipofectamina 20qo (Invitrogen). En este

se mezclan 300Hl de medio OptiMEM I sin suero con 8Lll de Lipofectamina 2000  (por

cada placa de  100mm),  se incuba por 5min a temperatura ambiente,  1uego  se le agrega

una  mezcla  de  300Lil  de  medio  OptiMEM  I  con  el  CDNA  a  transfectar  y  se  incuba
I

durante  20min  a temperatura  ambiente.  Para  una placa  de  100rtym  se  usaron  4  Hg  de

DNA y para una de 60mm,  1,5 ug. Mientras tanto las c6lulas fueron lavadas en PBS tibio

2 veces y cambiadas a medio OptiREM I son suero y sin antibi6ti'cos. Pasados los 20min

de  incubaci6n,  la  mezcla  de  DNA  con  Lipofectamina  fue  agregada  a  cada  placa  e

incubada   durante   4h   a   37°C.   Luego   de   este   tiempo,   las   c6lulas   fueron   lavadas
'
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cuidadosamente con PBS tibio 2 veces y se les agreg6 el medio fresco correspondiente a

cada linea con suero fetal de bovino y antibi6ticos. Luego de 48h fueron homogenizadas

y analizadas ya sea para extracto total o para obtenci6n de "balsas lipidicas".

Las  c5lulas  SHSY5Y  fueron  transfectadas  con  Flotilina-|-GFP  (donado  por  la

Dra. Caroline Neumann, Alemania). Las c6lulas Cos7 fueron transfectadas con tau fetal
'

humana o las mutantes Y18F y AP, y en algunos casos co-transfectadas con Fyn en el

plasmido Apr8  (donados por la Dra. Lee, EEUU). Las c5lulas N?a fueron transfectadas

con tau fetal humana y las mutantes Y18F y AP.

6.10  Preparaci6n del p6ptido amiloide Abeta25€5

El p6ptido fue preparado disolviendo el polvo en agua destilada ultrapura a una

concentraci6n final de  10mM. Fu6 luego alicuotado y guardado a -20°C.

6.11 Tratamientos con el p6ptido amiloide Abeta25.3s

Las celulas  SHSY5Y fueron crecidas en medio MEM-F12 con  loo/o suero. Los
'

tratamientos  fueron  hechos  afiadiendo  el  peptido  soluble  directqmente  a  la placa  para

obtener  una  concentraci6n  final  de  10uM.  Las  c6lulas  fueron  incubadas  a  37°C  con

5%C02 por los tiempos  correspondientes  (1,  2,  5,  10 y  15  min).  En algunos  casos  las

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

roscovitina a una concentraci6n flnal de loHM, o bien preincubadas por  lh a 37oC con
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el  inhibidor  de  la  quinasa  Fyn    Ppl   a  una  concentraci6n  final  de   lprM.  Para  los

tratamientos con roscovitina, las celulas fueron crecidas en placa§ de 100mm y se usaron

para  obtener  fracciones  enriquecidas  en  "balsas  lipidicas",  para  el  caso  de  PP1,  las

c6lulas fueron crecidas en placas de 60mm y se utilizaron para analizar extractos totales.
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7. RESULTADOS

7.1. An£Iisis de "balsas liDidicas''

I

I

Usando la metodologia de obtenci6n de "balsas lipidicas" (Mqteriales y Mctodos) fue

posfolevisualizarlasfraccionesde"balsaslipidicas"comounaTapjablancadistribuida

entrelascapasde30%y5%deoptiprep.Lafranjablancaseres¢at6entrelasfracciones

I

3,  4  y  5.  Para  esta  Tesis,  estas  fiiacciones  se  consideraron  copro  correspondientes  a

"balsas   lipidicas"  debide   a  que   contienen  gran  cantidad  dell  marcador  de  "balsas
I

lipidicas",  flotilina-1,  y  carecen  de  los  marcadores  que  no  se  16calizan  en  las  "balsas
I

lipidicas",  tales  como  Tfli  y  Erkl   (Figura  3).  El  procedimiento  de  obtenci6n  de

fracciones  de  las  "balsas  lipidicas" mas  limpias  (donde  no  se detectaban TR y Erkl)
(

rresultaba en una baja concentraci6n de proteinas, sin embargo daqo los objetivos de esta

tesisseprefiri6priorizarlapurezadelasfraccionessobrelacontentraci6ndeproteinas

obtenidas  en   las  "balsas   lipfdicas".  De  esta  manera,   se   coniider6   como  protein.as

asociadas  a  las  "balsas  lipidicas"  las  que  eran  detectadas  en  al  rnenos  una  de  esas
1

fracciones.
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Figura 3: Analisis de los marcadores utilizados para analizar la; fracciones de "balsas
lipidicas"mediante  7yes/em  a/o/.  Se  obtuvieron  microdominios  ,de  membrana del  tipo
"balsas lipidicas" a partir de c6lulas  SHSY5Y usando el protocdlo de Triton X-loo  en

gradientes de Optiprep. Nueve muestras de 200prl cada una fueroh tomadas desde el tope
hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 7%. Las fracciones

3;|4saysii;:d:ccaosn&f:fri:fnaas-:,o?oa[:I::ss:ipciidaicdaes,d.esbid:caalda.:er:s5:?`i:.d:aTs:rsc:i:::::a::
(TR y Erkl). Las fracciones 7, 8 y 9 son consideradas como "no balsas lipidicas" por la
presencia  de  los  marcadores  TR  y  Erkl   y  la  ausencia  de  Flotilina-1.  Las  masas
moleculares se indican en KDa.
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7.2 Fosforilaci6n de tau asociada a  las ``balsas liDidicas''.

En  los  gradientes  analizados  para  la  obtenci6n  de  las  "balsas  lipidicas"  a partir de

cultivos celulares de neuroblastoma humano SHSY5Y, se detectaron dos subpoblaciones

de tau utilizando el anticuexpo policlonal JM,  que reconoce today  las isoformas  de tau

independientes  de  su  estado  de  fosforilaci6n  (Tanemura  et  al.;  2002).  Una  de  ellas

asociada a las fracciones 3, 4 y 5 de "balsas lipidicas" y la otra m*cho mas abundante en

I

1as fracciones de no "balsas lipidicas" (7, 8 y 9) (Figura 4). La pTesencia mayoritaria de

tau en las fracciones de no "balsas lipidicas" es concordante con ld funci6n de tau, 1a que

se  realiza  principalmente  en  el  citoplasma,  donde  controla  la  estabilizaci6n  de  los

microthbulos y del citoesqueleto en general Q]arias et al., 2002).

Las variantes de tau fosforilada en epitopos Ser/Thr estudiadas aqui fueron los casos
2

de fosforilaci6n en Ser396/404, detectada con el anticuelpo PHF-1  y la fosforilaci6n en

Thr231   detectada  con  el  anticuerpo  CP9.  Tau  fosforilada  en Thr231   fue  detectada
I

preferentemente en fracciones de no "balsas lipidicas" (Figura 5A). Tau fosforilada en

Ser396/404  fue  detectada  exclusivamente  en  las  fracciones  de  no  "balsas  lipidicas"

Qrigura5B).Estosresultadosconcuerdanconlosobtenidospor|losgruposdeMaasy

Ekinci (Maas et al., 2000; Ekinci y Shea, 2000), quienes demostralon que un incremento
I

en  la  fosforilaci6n  de  tau  en  Ser396/404  se  correlacionaba  cttn  rna  perdida  de  la
I

interacci6n de esta proteina con la membrana plasmatica. Por otrb lado,  la fosforilaci6n

de  tau  en  Tyrl8   fue  detectada  tanto  en  fracciones  de  "balsas  lipidicas"  como  en

fracciones  de  no  "balsas  lipidicas"  (Figura  5C),  indicando  die  no  es  exclusiva  de

"balsas lipidicas".
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Figura  4:  Analisis  de  Tau  total  en  "balsas  lipidicas"  mediante  Wresfer7!  b/oJ.  Nueve
muestras  de  200Hl  cada una  fueron tomadas  desde  el  tope  hacia  el  fondo  del  tubo y
fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 8°/o. El anticuexpo policlonal JM se us6 para
detectar tau total @r. Takashina). 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 est5 presente

en las fracciones de "balsas lipidicas", pero mayoritariamente se encuentra distribuida en
las de no "balsas lipidicas", reflejando que esta proteina cumple un rol mayoritariamente
citos6lico. Las masas moleculares se indican en KDa.
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Figura 5: Analisis de la distribuci6n de tau fosforilada en las "balsas lipidicas" mediante
7yes/em  b/a/.  Nueve  muestras  de  200Hl  cada una  fueron  tomadas  desde  la  superficie

:::Es:d:r[ar£°nn::in:eiaTcbi:ngsdfreac::!a::aasdfispi:inca¥af:[3,d4eyp5°]j!::i]o=±]daaprae'sei°;;;dsee[
marcador  Flotilina-1.  Las   fracciones  7,8  y  9   se  consideraroh  como  de  no  "balsas
lipidicas" debido a la presencia de TR y Erkl. Tau fosforilada in Thr231  (CP9) y tau
fosforilada Tyrl8  Q'Y18)  fueron  detectadas  en al memos  una de  las tres fracciones  de
balsas  lipfdicas  mientras  que  tau  fosforilada  en  Ser396/404  ¢HF-1)  fue  solamente
detectada en fracciones de no balsas lipidicas. La fosforilaci6n en Tyrl 8 no es exclusiva
de  balsas  lipidicas,  indicando  que  podria estar  ocurriendo tambien  fuera de  ellos.  Las
masas moleculares se indican en KDa.
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73   Fosforilaci6n  de tau  en  Set.396/404 v Thr231:  union a Fvn v fosforilaci6n en

ltit=

7.3.1 Uni6n de Fyn a tau fosforilada

Desde el descubrimiento de tau asociada a membrana plasmatica se ha propuesto que

esta interacci6n estaria mediada por alguna proteina intermediaria, ya que tau no posee

sefiales de localizaci6n en membrana ni dominios hidrofobicos de transmembrana.

Debido a que la union de tau a la membrana ocurre por medio de su extremo N-terminal,

se pens6 que una proteina presente en membrana y que interacthe con ese domino podri.a

ser un buen candidato Oclein 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 patr6n de fosforilaci6n de tau asociada y no

asociada a las  "balsas  lipidicas",  mos preguntamos de  que manera estas  fosforilaciones

influyen en la interacci6n tauftyn. En experimentos de co-inmunoprecipitaciones de tau

con Fyn a partir de celulas SHSY5Y, se observ6 que Fyn se unia inenos a tau fosforilada

en Ser396/404 en comparaci6n con tau fosforilada en Thr231 (Figura 6).
(

7.3.2 Fosforilaci6n de tau en Tyr 18

Dado los resultados obtenidos, quisimos determinar si los niveles de fosforilaci6n de

tau en Tyrl 8 eran afectados por la fosforilaci6n en Ser396/404 de la misma manera en
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9G3 (tau P-Tyrl 8)

CP9 (tau P-Thr23 1 )

PHF-1 (tau P-Ser396/404)

Fyn

Figura 6:  Co-inmunoprecipitaciones de Fyn con tau. Fyn fue inmunoprecipitada desde
cultivos    de    SHSY5Y,    fraccionada    en    geles    al    7°/o    en   t4mp6n   de    carga    sin

P-mercaptoetanol   y   analizada   mediante    WesJer"   a/oJ   para   detectar   las   formas
fosforiladas de tau en Tyrl8 (con el anticuerpo 9G3), tau fosforilada en Thr231  (con el
anticuerpo  CP9),  tau  fosforilada en  Ser396/404  (con el  anticuerpo PHF-1) y Fyn.  Fyn
interactha  mas  con  tau  fosforilada  en  Tyrl8  y  mucho  memos  con  tau  fosforilada  en
Ser396/404.     La     variante     de     tau     fosforilada     en     Thr2Pl     presenta     mayor
immunoprecipitaci6n  de  Fyn  que  la fosforilada en  Ser396/404,  contrario  a  lo  descrito
por otros autores en casos de ensayos i.„ iJz./ro. En estos ensayos, posiblemente exista un
elemento adicional que permita la mayor uni6n de Fyn con tau fosforilada en Thr231.
Como control negativo se realiz6 el mismo ensayo reemplazando( el anticuerpo Fyn por
suero inespecifico de conejo IgG, como control negativo se cargapon 50Lig de proteinas
totales de extractos de SHSY5Y. Las masas moleculares se indican en KDa.
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que se afectaba la uni6n a Fyn. Para esto, medimos los niveles de;fosforilaci6n en Tyrl8

para las variantes de tau previamente fosforiladas en Ser396/404 o en Thr231 utilizando
\

tecnicas de inmunoprecipitaci6n. Como muestra el experimento dF la Figura 7A, ambas

variantes  presentan  fosforilaci6n  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  grafico   de   la  Figura  78),   lo   cual  se
\

correlaciona   con   su   patron   de   asociaci6n   a   las   "balsas   lipiqicas".   Los   resultados
L

obtenidos  hasta  este   punto  indican   que   la  co-existencia  de  4mbas   fosforilaciones,

Ser396/404 y Tyrl8,  podrfa estar ocurriendo  en fracciones  de np "balsas lipidicas", ya

que  tau  fosforilada  en   Ser396/404  fue   detectada  s61o   en   fraqciones  de  no  "balsas

lipidicas" y tau fosforilada en Tyrl 8 fue detectada en ambos tipos de fracciones.

7.4 Fosforilaci6n de tau en Tvrl8 como requerimiento I)ara su asociaci6n a "balsas

liDidicasr

En  el  estudio  correspondiente  al  segundo  objetivo  especiflc6  de  la  Tesis  se  quiso

investigar  la  importancia  de  la  fosforilaci6n  de  tau  en  Tyrl8  p,ara  su  localizaci6n  en

"balsas  lipidicas",  para ello  se  procedi6  a mutar este residuo  o  Pien a afectar  la uni6n

directa con  la quinasa Fyn.  Se utilizaron 3  cDNAs distintos de qu humana:  la isforma

3-0 tau fetal (htau), htau mutada en Tyrl8 por Phe (Y18F-tau) y |htau, en ella el motivo

rico en prolinas encargado de interactuar directamente con Fyn fue delecionado (AP-tau)

qigura 8). Los niveles de expresi6n de cada una de las variantes de tau transfectadas se
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A)    IP:
IgG         9G3          PHFI        CP17          total             Blot:

-50           Py| 8 (tau p-Tyrl 8)

Tau5 HRP (tau total)

Figura 7: Nivel de fosforilaci6n de tau en Tyrl 8 cuando esfa previamente fosforilada en
Ser396/404  o  en Thr231.  Se inmunoprecipit6 tau usando  los anticuerpos para epitopos
fosforilados:  9G3  (fosforilada  en  Tyrl8),  PIIF-1  (fosforilada  en  Ser396/404)  y  CP17
(fosforilada en Thr231). CP17 es un anticuerpo monoclonal lgG que reconoce el mismo
epitopo que CP9 (IgM). A)   Las muestras se fraccionaron en un gel de policarilamida y
se analizaron mediante Wes/er7z a/a/ los niveles de fosforilaci6n de tau en Tyr 18 usando
el  anticuelpo  PY18,  las  mismas  membranas  fueron  reanalizadas  para  cuantificar  los
niveles de tau total utilizando el anticueipo tau5  acoplado a Peroxidasa Alcalina (mp)
8)  Grafico  representando  las  cantidades  relativas  de  fosforilaci6n  en  Tyrl8  de  las
variantes de tau detectadas por 9G3, PHF-I  y CP17. Esto se calcul6 como la raz6n entre
PYl 8/tau5 de tres experimentos independientes. Los resultados estin indicados como los
valores promedio con desviaciones estindar.  Se observa que tau fosforilada en Thr23 I
tiene  mayor  nivel  de  fosforilaci6n  en  Tyrl8  que  tau  fosforilada  en  Ser396/404.  Este
patr6n es  similar al observado para el experimento de inmunoprecipitaci6n de Fyn con
las mismas variantes fosforiladas de tau. Las masas moleculares se indican en KDa.
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155-158       158-161         175-178*

pxxp      pxxp        pxxp

155-158       158-161         175-]78*

pxxp      pxxp       pxxp

Tau fetal 3-0

Tau Y 1 8F

Tau AP

Figura 8:  Diagrama de  las variantes de tau  utilizadas en  los experimentos con  c5lulas
N2a. La isoforma corresponde a la 3RON,  la mas pequefia sin dominios N-terminales y
con  3   repeticiones  de  uni6n  a  microthbulos  representados  como  6valos  rojos.   Los
motivos  ricos  en  prolina PXXP  se  indican  con  los aminoacidos  enumerados para esta
isoforma. EI PXXP que participa en la union a Fyn se indica con un asterisco, este fue
delecionado  para  el  caso  de  AP.  (equivalente  a pro233-pro236  en  la  isoforma  4N2R).
Tyrl 8 fue mutada a Phe para el caso de Yl 8F.
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muestran  en  la  Figura  9.  Posteriormente,  se  analiz6  su  distribuci6n  en  las  "balsas

lipidicas". Los resultados (Figura 10) muestran que todas las variaptes: htau, Y18F-tau y

AP-tau  fueron  detectadas  en  las  fracciones  de  "balsas  lipidicasi'.  Esto  sugiere  que  la

fosforilaci6n  de  tau   en  Tyrl8  no   seria  necesaria  para  su  interacci6n  con   "balsas

lipidicas". Para el caso de  las c6lulas sin expresi6n inducida de tau humana se observ6

que presentaban niveles de tau end6gena concentrada en las "balsas lipidicas" (debido a

la  detecci6n  de  tau  end6gena por  parte  del  anticuexpo),    indicapdo  que  el  mecanismo
I

natural de estas celulas es localizar a tau en las "balsas lipidicas" e;n altas cantidades.

Los niveles detectados de AP-tau en fracciones de "balsas lipipicas" fueron similares

a los obtenidos para htau y Y18F tau, apuntando a que la interacci6n con Fyn tampoco

serfa   necesaria   para   su   localizaci6n   en   estos   microdominic)s.   No   obstante,   este

experimento no aporta resultados concluyentes para dilucidar si AP-tau ciertamente deja

de  interactuar  con  Fyn  j.72  iJz.vo.  Para  esclarecer  esta  inc6gnita  investigamos  si  esta

deleci6n tambi5n elimina la fosforilaci6n en Tyrl 8.

7.4.1 Fosforilaci6n de tau en Tyrl8 1.# w.vo al delecionar la sefuencia de interacci6n

con Fyn (AP-tau)                                                                                         I

Te6ricamente la mutante AP-tau no deberia ser fosforilada en}Tyrl 8 por Fyn ya que

no tiene la secuencia de uni6n a la quinasa (Bhaskar et al., 2005);   Cuando esta mutante

fue expresada conjuntamente con Fyn en c6lulas Cos7, se detect6 fosforilaci6n en Tyrl 8
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Transfecciones transientes en c6lulas N2a

no
transfectada     htau           Y18F              AP

tau total (tau2)

Figura  9:  Expresi6n de  las tres  variantes  de  CDNA de tau usadas.  Las  c6lulas  fueron
lisadas   y   analizadas   luego   de   48h   de   transfecci6n.   Los   lisados   totales   fueron
fragmentados  en  un  gel  de  poliacrilamida  al  7%.  Las  membrahas  fueron  analizadas
mediante  Wes/e777 Zi/of con el  anticuerpo Tau2  que reconoce tau total. Este  anticuerpo
tambi6n  detect6 tau  end6gena.  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  pariir  de  celulas  N2a  transfectadas  con  3
cDNAs diferentes de tau, A) no transfectadas, 8) htau, C) Y18F tau, D) AP tau. Tau fue
detectada mediante 7yes/em Z}/a/ usando el anticuexpo monoclonal Tau2. Cada gradiente
obtenido  tiene  tambi5n  sus  marcadores  para  "balsas   lipfdicas'i'  ¢lotilina-1)  y  para
fracciones de no  "balsas lipidicas"  (TR y Erkl). Nueve muestrap  de 200  prl cada una
fueron  tomadas  desde  el  tope  hacia  el  fondo  del  tubo  y  fraccionadas  en  un  gel  de
poliacrilanida al 7%. Se observa en estas celulas que el mecanismo natural parece ser la
localizaci6n  de  tau  en  los  microdominios  de  membrana.  Toda§  las  variantes  de  tau
transfectadas  son  capaces  de  interactuar  con membranas  de  tipo) "balsas  lipidicas",  lo
cual indica que la fosforilaci6n en Tyrl8 no es elemento necesario para la localizaci6n

::rbf:e:¥]eTedmee:tuo.:eac:::S.:oncpj:e€:o[aqumeu::teen:a;oAsP,.£av;:Coe:sajpne6nfi:ca[re:tueeeFnTata:£%°nc:
Fyn. La detecci6n de tau end6gena en balsas lipidicas permite po|stular que en este tipo
celular la localizaci6n  subcelular de tau en balsas  lipfdicas  es  upa tendencia natural y
mayor que  la  linea de neuroblastoma humano  SHSY5Y.  La mutante tau AP  esta mas
concentrada  en  los  microdominios,  probablemente  debido  a  que  la  delaci6n  afecta  el
dominio adjacente a la primera repetici6n de uni6n a microttibulos; lo que la haria memos
eficiente en la uni6n a estos y por lo tanto tenderia a migrar mds a las "balsas lipidicas".
Las masas moleculares se indican en KDa.

-50

-loo
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Qrigura  11).  Considerando  que  estos  experimentos  fueron realizados  en c6lulas donde

existen otras proteinas, aparte de tau y Fyn, pensamos que algunas de ellas podrlan estar

interviniendo en su conecci6n.

`

7.5 Relaci6n entre Fvn v la asociaci6n de tau a los ``balsas lipidicas?

El resultado anterior indica que la dependencia de tau por Fyri para ser localizada en

los "balsas lipidicas" atn no esfa esclarecida, ya que de todas maheras tau podria unirse

indirectamente a Fyn por medio de proteinas conectoras. Para ev¢luar con mayor detalle

el rol de Fyn en la asociaci6n de tau a "balsas lipidicas", tomamps el modelo de celulas

Cos7, ya que no presentan niveles de tau ni Fyn end6genas. Analizamos estas c5lulas en

dos grupos: un grupo donde se expres6 solamente htau y el otro ,donde se expres6 htau

junto   con   Fyn.   Cuando   ambos   grupos   fueron   sometidos   a   extracci6n   de   "balsas

lipidicas",  se  observ6  que  tau  es  capaz  de  localizarse  en  estos  microdominios  atin  en
'

ausencia  de  la  quinasa  Fyn  (Figura  12A),   lo  que  confirma  que  Fyn  es  elemento

prescindible en la asociaci6n de tau a la membrana. No obstante,i esta uni6n de tau a la

membrana no  es directa (Arrasate  et al.,  2000) por lo  que  ado  queda por establecer el
'

elementoquepemitesulocalizaci6nsubcelular.Esfambi6nintiresantenofar(Figura

12B)quecuandoFynnoesfapresente,fauesdetectadamayorittianenteenlafracci6n

4 del gradiente,  lo que corresponderia a "balsas lipidicas".  Sin erpbargo, cuando Fyn es

expresada, 1a distribuci6n de tau cambia distribuy6ndose a lo largo del gradiente mas que

concentrindose en una sola fracci6n. Aunque este resultado muestra que tau no depende
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C61ulas Cos7 transfectadas con

h tau                  +            -           +
AP                                       +            -             +
Fyn                                    -           +           +

-    *     HE[
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-50         pyl 8

Figura  11:  Expresi6n  de  las  variantes  htau  o  AP-tau  en  c6lulas  Cos7  en  presencia  o
ausencia  de  Fyn.  solo  cuando  Fyn  fue  con-transfectada  se  observa  detecci6n  de  tau
fosforilada en Tyrl8 utilizando el anticuexpo PYl 8. Los niveles de tau total y Fyn fueron
obtenidos al reanalizar la misma membrana mediante  Wresfem bJof. Se observa que AP-
tau tambi5n esta fosforilada en Tyrl 8, contrario a lo que se describi6 para experimentos
j# v!.fro (Bhaskar et al., 2005). Puede ser que exista otro elemento presente en Cos7 que
est6 ayudando a la interacci6n de Fyn con la mutante de tau. LasL masas moleculares se
indican en KDa.
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A) Cos7 transfectadas con hfau                    B) Cos7 transfectadas con htau + Fyn
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Figura  12:  "Balsas lipidicas" obtenidos a partir de c6lulas Cos7 transfectadas con htau
(A)  o  con htau + Fyn q3). Los marcadores de balsas lipidicas (Flotilina-1) y no balsas
lipfdicas (TR y Erkl)  se muestran para cada fracci6n. Nueve muestras de 200Hl cada
una fueron tomadas desde el tope hacia el fondo del tubo y fraccionadas en un gel de
poliacrilamida al  7°/o.  Estos fueron analizados mediante  Wreir/em, A/a/ para analizar los
niveles de Fyn y tau total (tau2). No se detect6 Fyn en Cos7 htau. En ambos casos tau
esta presente en las fracciones de "balsas lipidicas",  indicando la independencia de tau

por Fyn para ser localizada en "balsas lipidicas", sin embargo cuando Fyn esfa presente,
la distribuci6n de tau en el gradiente se ve alterada, es decir, no esfa concentrada solo en
la fracci6n 4 de "balsas lipidicas" como en el caso de htau, por lo que aunque Fyn no sea
el  elemento  necesario  y  suficiente  para  la  localizaci6n  de  tau  en  "balsas  lipidicas",
regularia   su   distribuci6n   reflejada   en   el   gradiente.   Las   frdeciones   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" po[ la presencia de TfR y
Erkl. Las masas moleculares se indican en KDa.
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de  Fyn  para  asociarse  a  los  "balsas  lipidicas",  tambi5n  indica  que  la  presencia  de  la

quinasa podria modular la distribuci6n subcelular tau.

7.6 Distribuci6n de las ouinasas edk5 v Gsk3B en  "balsas liuidicas"

Dos de  las quinasas de tipo  Ser/Thr que  fosforilan a tau son ;Gsk3P y cdk5. Ambas

son  reconocidas  por  sus  roles  en  la  hiperfosforilaci6n  de  tan]  observada  en  la  EA

0vfandelkow  et  al.,   1992;  Ishiguro  ct  al„   1993;  Pelech,   1995;;  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 patr6n de fosforilaci6n se

distribuye  diferencialmente,  quisimos  determinar  si  estas  dos  quinasas  comparten  la

mmismalocalizaci6n.LaFigural3muestraunaseriedeinmunode;eccionesdecdk5junto

a su activador p35 y de  Gsk3B en gradientes de "balsas lipidicaibe en c5lulas  SHS¥5¥.

LLa  quinasa Gsk3P  fue  detectada en  las  fracciones  de  "balsas  lipidicas",  contrario  a  lo

observado para cdk5 y su activador p35.

Gsk3P. fue recientemente descrita como presente en fracciones de "balsas  lipidicas"
)

(Sui et al.,  2006). Hecho  que concuerda con los resultados  obtehidos en  la Figura  13.
1

Porotrolado,noexistenevidenciasdequecdk5selocaliceen"bilsaslipidicas".

1
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Figura 13: Distribuci6n de Gsk3P y cdk5, junto a su activador p35, en "balsas lipidicas"
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s6lo  en  fracciones  de  no  balsas  lipidicas,  C)  p35,  el  activador (de  cdk5  tampoco  fue
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y Erkl. Las masas moleculares se indican en KDa.                              1
'
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7.7 Efecto del beDtido amiloide A825us

7.7.1 Efecto del p6ptido sobre la fosforilaci6n de tau en Tyrl8

Como modelo de estudio de la EA se ha usado ampliamente la incubaci6n neuronal

con el p6ptido amiloide, ya sea en su forma agregada o en su forina soluble. Williamson

y colaboradores (2002) demostraron que celulas expuestas al peptido Api42 y al peptido

AP25.35 respondian con un rdpido incremento en los niveles de proteinas fosforiladas en

residuos Tyr; entre ellas se encontraba tau. Tambi6n describieron que a los pocos min de

incubaci6n se activaban quinasas de la familia Src, como Fyn.

La Figura 14A muestra inmunodetecciones obtenidas a partir ide tratamientos breves

en  c6lulas  SHSY5Y  con  10HM  AP25_35;  conducidos  entre   1  y  15  min.  Se  detect6  un

aumento  en  la fosforilaci6n de tau en Tyrl8  luego  de 2min  de  incubaci6n. Posterior a
I

este evento los niveles de fosforilaci6n de tau en este residuo disminuyeron para seguir

con  un  nuevo,  aunque  menor  aumento,  a  partir  de  los  15min.,Estos  cambios  en  los

niveles de fosforilaci6n se representan mas claramente  en el grafico  de  la Figura  148,

obtenido del promedio de cinco experimentos independientes.

Como  se  mencion6  previanlente,  el residuo  Tyrl8  puede  ser( fosforilado  por Fyn y

Sin, pero preferentemente por Fyn (Bhaskar et al, 2005). Williamson demostr6 que Fyn

es  activada  a  partir  del  primer  minuto  de  tratamiento  (Williamson  et  al.,  2002).  Una

evidencia de la participaci6n de Fyn en la fosforilaci6n de tau en tryrl8 se muestra en la
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Figura  14C,  en  ella  se  observa  que  al  incubar  las  c6lulas  durante  lh  con  PP1  1uM,

previo al tratamiento con AP25.35, el incremento en la fosforilaci6n de tau en Tyrl8  que

debia ser producido por AP se redujo casi hasta los niveles basa|es. Los niveles de Fyn

activa tambi6n se redujeron con PP1  (Figura 14C)    Ppl  es un inhibidor selectivo de la

familia de las quinasas Src, sin embargo Ppl  al ser usado en bajas dosis (rangos de 0,5 a

lprho tiene mayor eficiencia sobre Fyn que sobre Src.

7.7.2 Efecto del p6ptido sobre la fosforilaci6n de tau en Ser396/404 y Thr231

Las Figuras 14D y 14E muestran c6mo se afectan los niveles de fosforilacion en los

epitopos   Ser396/404   y   Thr231   respectivamente.   Los   niveles   de   fosforilaci6n   en

Ser396/404 tienden a aumentar entre 5 y 10min de tratamiento con AP, mientras que los

niveles   de   fosforilaci6n  en  Thr  231   incrementan  desde   el  priner  minuto,   lo   que

determinainos luego de  calcular la proporci6n de tau fosforilada con  los niveles de tau

total (normalizaci6n).

7.7.3  Variaciones  en  la  distribuci6n  de tau  en  ``balsas lipidicas"  por tratamientos

con el p6ptido AP2s.35                                                                                         I

Para  determinar  si  se  activa una  cascada  de  respuesta  al  p5ptido  amiloide  en  la  cual

participe tanto  tau  como  algunas  de  sus  quinasas,  quisimos  establecer  si  existe  algin

efecto en la distribuci6n y en los patrones de fosforilaci6n de tau en "balsas lipidicas"
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Figura  14:  Curso temporal  de tratamientos de  c6lulas  SHSY5Y  con AP25.3510HM   A)
Inmunodetecciones por  Wesfer#  b/a/ que  muestran  el  pat6n  de  fosforilaci6n  de tau en
Tyrl 8 (9G3) con los tratamientos. Hay un incremento en los niveles de esta fosforilaci6n
de tau luego de una incubaci6n de 2min, 8) lo cual es mas ffroil de observar en el gfafico
que   representa   los   valores   promedio   de   5   experimentos   independientes   con   sus
desviaciones  estindar.  Para  determinar  la  responsabilidad  de  Fyn  en  este  aumento  las
celulas fueron pre-incubadas durante  lh con Ppl  lHM, inhibidor de la familia de las Src
quinasas. C) Luego de tratar las c6lulas con PP1, el aumento esperado en la fosforilaci6n
de  tau   en  Tyrl8   (PYl8)   producto  del   AP   se  ve   abolido,   los   niveles  bajan  a  los
observados   en  c6lulas   control.   D)   La  fosforilaci6n  de  Fyn  en   Tyr416,   que   indica
activaci6n  de  la  quinasa,    tambi6n  disminuye  con  PP1.  E)  Por  otro  lado,  tambi6n  se
muestran  los niveles de tau  fosforilada en  Ser396/404  (PHF-1) o  F)  en Thr23l  (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.
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bajo   la   influencia   del   p5ptido   amiloide.   Tau   en   c6lulas   SHSY5Y   no   tratadas,   se

distribuye de la siguiente manera: tau fosforilada en Tyrl 8 se localiza tanto en fracciones

de "balsas lipidicas" como en no "balsas lipidicas"; tau fosforilad? en Thr231  se localiza

mayoritariamente en fracciones no "balsas lipidicas", mientras que la variante fosforilada

en Ser396/404 no fue detectada en fi.acciones de "balsas lipidicas:', quedando distribuida

solamente en fracciones no "balsas lipidicas" Qrigura 15A).

Cuando  las  celulas  fueron  expuestas  al  amiloide  en  soluci6n  durante  2min,   los
I

patrones  de  distribuci6n  de  tau  cambiaron:  se  produjo  un  aumento  en  los  niveles  de

fosforilaci6n de tau en Thr231  detectados en fracciones de "balsas lipidicas"; 1o mismo

sucedi6  con  la  fosforilaci6n  en  Tyrl8.  La  fosforilaci6n  en  Ser396/404  tampoco  fue

detectada en "balsas lipidicas"a este tiempo (Figura 158).
1

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

cambios:  la  fosforilaci6n  de  tau  en  Thr231  disminuy6  haci6ndpse  indetectable  en  las
i

fracciones  de  "balsas  lipidicas";  lo  mismo  ocurri6  con  la  fosforilaci6n  en  Tyrl8.  Sin

embargo  los  niveles  de  fosforilaci6n en Ser396/404  incrementaron notablemente y por

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

la  distribuci6n  de  tau,  se  hace  necesario  estudiar  si  existen  p'osibles  cambios  en  la

distribuci6n de las quinasas Gsk3P y cdk5 bajo tratamientos con e

\

p5ptido amiloide.
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Figura  15:   Distribuci6n  de  las  variantes
fosforiladas   de   tau   en  "balsas   lipidicas"
obtenidos   a   partir   de   celulas   SHSY5Y
luego  de  tratamientos  con  AP25.35  durante
2min a}),10min (C) o sin tratamiento (A).
Nueve muestras  de 200Hl  cada una fueron
tomadas  desde  el  tope  hacia  el  fondo  del
tubo    y     fi.accionadas     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    (PHFl)    o    en

E;:i3c:s{,C?:i;tT]:nsa.Trcyad%esndoe:::::i::
lipidicas"   (TfR;   Erkl)   se  muestran  para
cada  set.  Tau  fosforilada  en   Ser396/404
comenz6 a ser detectada en balsas lipidicas

-50Flotilina-1   s6|o    |uego    de     10min    de    tratamiento,

4   Erkl
mientras  que  se observ6 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 distribuci6n de las quinasas cdk5 y Gsk3P en ``balsas lipidicas"

bajo tratamientos Con AP2s€5

En c6lulas SHSY5Y 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 Qrigura 16A).

Luego de 2min de tratamiento con el p5ptido amiloide,  Gsk3P dej6 de ser detectada

en "balsas lipidicas", tampoco se detect6 la presencia de cdk5 o p35 en estas condiciones

(Figura 168).

Al  analizar  las  fracciones  de  "balsas  lipidicas"  luego  de  10min  de  tratamiento,  se

observ6 que Gsk3P volvi6 a aparecer, indicando un posible recambio en la subpoblaci6n

de  esta  quinasa  asociada  a  los  microdominios.  Adicionalmente,  1as  bandas  de  Gsk3P

detectadas  en  "balsas  lipidicas"  luego  de  10  min  presentan  un  aparente  menor  peso

molecular, indicando la posibilidad de un estado memos fosforilado. Por otro lado, tanto

la quinasa cdk5 como su activador p35 comenzaron a ser detectados por primera vez en

"balsas lipfdicas" (Figura 16C) concordando con el aumento percibido en los niveles de

tau  fosforilada  en  Ser396/404  en  la misma  localizaci6n  subcelular.  De  este  modo,  es
I

posible  que  el  complejo  cdk5/p35  sea responsable  del  aumento!en  los  niveles  de  esta
i

variante de tau en "balsas lipidicas" como respuesta al peptido amiloide AP25.35.
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Figura  16:  Distribuci6n  de  las  quinasas
Cdk5   y   Gsk3P   en   "balsas   lipidicas"
obtenidos   a  partir  de  c51ulas   SHSY5¥
luego de tratamientos con AP25_35 durante
2min  a3),   10nlin  (C)  o  sin  tratamiento

(A).  Nueve  muestras  de  200Hl  cada rna
fueron  tomadas  desde  el  tope  hacia  el
fondo  del  tubo ,y  fraccionadas  en  un  gel
de poliacrilamida al 8%. Las membranas
fueron  analizadas  mediante  Wester7! a/a/

para Gsk3B, Cdk5 y p35. Los marcadores
de  "balsas  lipfqicas"  (Flotilina-1)  y  "no

;:i::va:::;i:::sc5eat:'!iieR±uaF:ra:s]as)e:cefe¥:ucet;a:¥
en balsas lipidi¢as s6lo despues de  10min
de    tratamientQ,     coincidiendo    con    el
patron observa4o  para tau  fosforilada  en
Serina  396/404.  Las  masas  moleculares
se indican en Kba.
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7.7.5 Inhibici6n de cdk5 por roscovitina en tratamientos con  AP2sjs

A partir de los resultados obtenidos en el punto anterior,  sosp,echamos 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  AP25_35.  Para  c8mprobarlo,  analizamos

cual seria el efecto producido al inhibir esta quinasa. Para inhibir al complejo cdk5/p35

se  pre-incubaron  las  c6lulas  con  roscovitina (vcr Materiales  y M6todos),  luego  fueron

tratadas durante  10min con AP25.35 y se obtuvieron fracciones de|"balsas lipidicas". Con

roscovitina,  los niveles tanto de cdk5  como de p35  desaparecierpn de las fracciones de

"balsas   lipidicas"   (Figura   17).   Junto   con   esto,   los   niveles  'de   tau   fosforilada   en

Ser396/404  en  "balsas   lipidicas"  tambi5n  disminuyeron  al  nivel  de   las   celulas   sin

tratamiento.

Por otro lado, la dis.tribuci6n y los niveles de tau fosforilada eh Tyrl 8 no presentaron

mayores variaciones, aunque esta vez no fueron detectados en la fi.acci6n 5 (considerada

como "balsas lipidicas"). Al parecer la inhibici6n de cdk5 por rospovitina tiene pequefios

efectos sobre la fosforilaci6n de tau en Tyrl8. Tau total analizada con el anticuexpo JM

para este caso no fue detectada en las fracciones de "balsas lipidicas", coincidiendo con

laausenciadelasvariantesdetanfosforiladaenser396/404yTyil8.
L

'
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Figura  17:  Efecto  de  Roscovitina en  la distribuci6n  de  cdk5  bqjo  tratamientos  con  el

peptido  AP25.35.  Las  "balsas  lipidicas"  fueron  obtenidos  a  partiT  de  celulas    SHSY5Y
pre-tratadas  durante  lh  con  Roscovitina  10LLM  y  luego  incubadas  con  AP25_35  10HM
durante 10min. Nueve muestras de 200prl cada una fueron tomadas desde el tope hacia el
fondo del tubo y fraccionadas en un gel de poliacrilamida al 8%.I Posteriomente fueron
analizadas mediante  Wefrfe77? bJo/.  (A) roscovitina afecta la distribuci6n de   cdk5 y p35

£i::if:o:eatsaegeb,`i::n:,i;#|:Pcf::.;:o::e;I(:i:6,t:::i:e,-|f;fo:S.fi:ei:,:;;::i:Ti:i:F((-!i:`8::¥:i;C:t:!:i
de  10min  de  incubaci6n  con  AP,. Ia  redistribuci6n  observada  para  cdk5  y  p35  se  ve
abolida al inhibir a cdk5  con roscovitina. Tambi5n disminuye la fosforilaci6n de tau en
Ser96/404    dejando  de  ser  detectada  en  "balsas  lipidicas".  Tat  fosforilada  en  Tyrl8
disminuye un poco en comparaci6n con el caso sin roscovitina. Tau total (JM) tampoco
se  detecta  en  balsas   lipidicas.  La  distribuci6n  de  Fyn  cambia  de  alguna  manera,
observindose  bandas  tan  intensas  en    fracciones  de  no  balsas  lipidicas  como  en  las
detectadas en "balsas lipidicas". Las masas moleculares se indicah en KDa.
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8. DISCUSION

En este trabajo de tesis quisimos profundizar la investigaci6n sobre el cambio en los

niveles  de  fosforilaci6n  de  tau  en  modelos  de  estudio  de  Alzheimer,  investigando  la

fosforilaci6n  en  Tyrl8  (producida  por  la  quinasa  Fyn),  ademas  de  las  mas  conocidas

fosforilaciones en Ser396/404 y Thr231. Tambi6n quisimos saber si la fosforilaciones de

tau  en  Tyrl8,  Ser396/404  y  Thr231  participaban  en  un  sistequa  de  transducci6n  de

sefiales activado en "balsas lipidicas". Un buen estinulo para activar esta cascada fue el

AP. Ello por dos razones: la primera porque la inducci6n de neurodegemacion en celulas

neuronales en cultivo por acci6n de AP constituye un modelo tipico  de estudio para la

EA,  y  la  segunda  porque  ademas  se  ha  descrito  que  Apactiva  a  la  proteina  Fyn

(Williamson et al., 2002).

Los  primeros   objetivos  especificos   de   esta  tesis  fueron  la'  caracterizaci6n  de  la

subpoblaci6n  de  tau  detectada  en  "balsas  lipidicas"  en  terminos  de  sus  niveles  de

fosforilaci6n en Tyr8,  Ser396/404 y Thr231,  asi  como  dilucidar el papel de  Fyn  como

elemento  mediador  de  la  interacci6n  de  tau  con  las  "balsas  lipidicas".  Todo  esto  mos

puede  llevar  a  una  mejor  com|)rensi6n  de  esta  subpoblaci6Ii  de  tau:   qu5  tipo   de

modificaciones  presenta  y  c6mo  es  que  esfa  asociada  a  los  microdominios.  6Es  Fyn

realmente una proteina involucrada en esta localizaci6n subcelular de tau?

Para profundizar nuestros  conocimientos  de  la interacci6n de tau  con Fyn quisimos

afiadir  informaci6n  a  lo  previamente  descrito.  Analizamos  la  interacci6n  de  ambas

proteinas cuando tau esta fosforilada previamente en Ser396/404 y/o en Thr231.
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Comparando   nuestros  resultados   sobre   la   interacci6n  de  Fyn   con  las  variantes

fosforiladas   de   tau,   y   estudios  publicados   (Bhaskar   et   al.,   2005)   se   destaca   que

efectivamente  la  fosforilaci6n  de  tau  afecta  su  interacci6n  con  Fyn.   Sin  embargo,

Bhaskar   y    colaboradores    obervaron    que    la   fosforilaci6n    en   Thr231    disminuia

considerablemente  la  interacci6n  directa z.77 iJ!./ro,  lo  que  no  sucedi6  en nuestro  estudio.

Una explicaci6n a este fen6meno es que justamente exista otra proteina involucrada en la

asociaci6n de tau a las "balsas lipidicas", y que no est5 presente en el ensayo j.# 1/!./ro, la

cual acthe como mediador de la uni6n entre tau y Fyn, facilitando la asociaci6n cuando

tau esta fosforilada en Thr23 1.

Se hace necesario mencionar que los experinentos en esta tesis fueron realizados en

cultivos de lineas celulares, donde ademas de estar presentes tau y Fyn, mos encontramos

ante la presencia de una compleja maquinaria metab6lica y proteica con un sintimero de

factores  adicionales.  Si  bien  las  ininunoprecipitaciones permiten  estudiar interacciones

de proteinas, no es posible discriminar cuando esta uni6n es directa o indirecta, ya que en

el producto  puede  haber un complejo proteico  con mas  elementos  en  medio.  Por  otro

lado, la interacci6n de tau con Fyn en estos resultados se ve afectada por la fosforilaci6n

de tau en  Ser396/404,  a diferencia del aumento percibido por Bhaskar y colaboradores

(2005) en experimentos z.77 v[.fro.

Experimentos posteriores de este trabajo de tesis,  que  se disc+ten con mayor detalle

mds adelante, abrieron la posibilidad de que esta menor interacci6n 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  fosforilaci6n  de  tau  afectaban  su  union  con  Fyn

quisimos investigar la relaci6n entre la fosforilaci6n en Tyrl 8 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 fosforilaci6n en Tyr 18 coquparado con la proteina

fosforilada en Thr 231, similar al patr6n observado de uni6n de tqu fosforilada con Fyn.

El efecto  sobre  la fosforilaci6n en Tyr  18  producido  por la previa fosforilaci6n en  Ser

396/404podrfaserunaconsecuenciadirectadelefectosobrelaun[i6nconFyn.

Al  analizar  la  distribuci6n  de  las  variantes  fosforiladas  de  tau  en  Tyr  18,  en  Ser
I

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 grade de asociaci6n con los

microdominios,   coindiciendo   con   que   Fyn   (responsable   de   esta   modificaci6n)   se

distribuye principalmente en este espacio subcelular. Tau fosforilqda en Thr 23 1 presenta

solo bajos niveles de detecci6n en los microdominios,  mientras  que  la fosforilaci6n en

Ser 396/404 se encontr6 exclusivamente en las fracciones de no "balsas lipidicas". Estas

distribuciones diferenciales de tau segtin su patr6n de fosforilaci6n se asemejan al patron

de uni6n detectado con la proteina Fyn. La presencia de fosforilacidn de tau en Tyr 18 en

las fracciones de no "balsas lipidicas" indica que esta fosforilaci6n 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 fosforilaci6n
I

puede ocurTir tanto  dentro como  fuera de ellos.  Cabe mencionai que,  si bien es  cierto,
I

Fyn  esta  principalmente  asociada  a  este  tipo  de  membrana  no  ;std  solamente  en  este

espacio, una porci6n de Fyn que no ha sido palmitoilada puede 6star tambien de forma

soluble en el citosol, por ello la interacci6n de tau con Fyn tambi6n puede ocurrir a nivel

citos6lico.
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Luego  de  analizar  la  union  tauAlyn,  se  procedi6  a  evaluar  la  importancia  de  esta

quinasa  en  la  localizaci6n  subcelular  de  tau.  Existian  dos  posibilidades:  que  Fyn  se

asociara a tau y  que  esta  quinasa  fuera la responsable  de  la  interacci6n  de tau  con  la

membrana,  o bien que  la fosforilaci6n de tau en Tyr  18  fuera  la  serial  que  indicara la

localizaci6n de tau en los microdominios. Al vcr que  la fosforilqci6n en Tyr  18 no era

exclusiva de "balsas lipidicas", nuestra hip6tesis fue que esta no seria un blanco para la

localizaci6n subcelular de tau.  Para comprobar esta hip6tesis quisimos  observar lo  que

sucedia cuando este residuo era mutado por Phe y cuando se eliininaba la secuencia de

tau  encargada  de  interactuar  con  Fyn.  Ambas  opciones  mos  permitirian  bloquear  la

fosforilaci6n en Tyr  18 y asi analizar directamente su importancia en la asociaci6n con

las "balsas lipfdicas".

Se trabaj6 con el gen de la tau humana introducida en una linea de neuroblastoma de

rat6n. Esto porque se quizo analizar una linea de neuroblastoma, que expresa elementos

parecidos  y  especificos  de  rna  linea celular neuronal,  pero  a  la vez  donde  se  pudiera

expresar una forma distinta de tau, en este caso, la tau humana. El!expresar tau humana y

no trabajar con tau end6gena se realiz6 porque los anticuerpos utilizados en este estudio

para la fosforilaci6n en Tyr 18 son especiflcos de tau humana y porque se quizo tratar de

diferenciarlapoblaci6ndetauend6genadelaintroducidaalac6lTla.

En  las  "balsas  lipidicas"  obtenidas  para  la  linea  N2a,  neuroblastoma  de  rat6n,  se

comprob6  que  la  fosforilaci6n  de  tau  en  Tyr  18  no  es  el  elemento  necesario  para  la

localizaci6n subcelular de tau en "balsas lipidicas", debido a que cuando el residuo esfa

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

observ6  que  la variante  de  tau  con  deleci6n  en  su  secuencia  de  union  a Fyn  tambien
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estaba localizada en las "balsas lipidicas". Segtin se describi6 (Bhaskar et al., 2005) esta

variante de tau es ineficiente en la uni6n a Fyn. Aqui mos referimos nuevamente a una

uni6n  directa de  las proteinas,  ya  que  este  experimento  se realiz6  i.#  vj.ira.  Segtin  esta

descripci6n, te6ricamente AP-tau y Fyn no deberfan unirse. Esto entrega nuevas luces en
I

la opci6n de que ademas Fyn no  sea el elemento necesario para la ubicaci6n de tau en

balsas lipidicas.  Sin embargo,  como se vio anteriormente,  los experimentos I.# w.fro 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 expres6 tau humana nomal y AP-tau junto con Fyn en una linea celular que no

tiene expresi6n end6gena de ninguna de las dos (Cos7, rifi6n de simio). La interacci6n se

analiz6 en tininos de fosforilaci6n de tau en Tyr  18.  Si la mutante delecionada de tau

no podia unirse a Fyn entonces tampoco podria ser fosforilada ep Tyr  18. Con bastante

solpresa se observ6 que la mutante se fosforilaba en Tyr  18 a niiveles tan altos como la

forma normal  de  tau.  Se  debe  considerar  aqui  que  esta  linea  celular  posee  expresion

end6gena de  Src,  la otra quinasa que puede fosforilar a tau en Tyr  18  pero menos que

Fyn @haskar et al., 2005). Ello lleva a pensar que Src toma el papel de Fyn y produce la

fosforilaci6n en la mutante, pero hay dos fen6menos que descartan esta posibilidad: uno

es que en los controles donde no se expresa Fyn no existe fosforilaci6n de la mutante aun
:

cuando  Src  esta  presente  y  dos,  que  se  describi6  en  el  mismQ  trabajo  de  Bhaskar  y

colaboradores  que  la  mutante  es  tan  ineflciente  en  la  union  a isrc  como  a  Fyn.  Ello

corrobora nuestra explicaci6n de  que  existe  en la  c6lula  un  elemento  que  podria estar

mediando  esta uni6n y  facilitando  la  fosforilaci6n  de  tau.  Este lelemento  podria  ser  el
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mismo que participa en la interacci6n de Fyn con la forma fosforilada de tau en Thr 231,

algo que /.1¢ vi.fro pierde uni6n y que las lineas celulares sigue interactuando. La principal

quinasa que fosforila a tau en Thr231  es Gsk3P y esta presente en llas tres lineas celulares

analizadas hasta este punto, por lo que se abre la posibilidad de que esta proteina acthe
I

como elemento participante en la union tauffyn.

Cdk5  es  otra de  las  quinasas  de tau  involucrada  en  la EA y;que tambi6n  quisimos

analizar en este estudio, en el marco de los dos ultimos objetivos| especfficos de la tesis.

Ademas, el sitio de fosforilaci6n de tau en Thr231 por Gsk3P es un sitio de modificaci6n

establecida  (primed),  lo  que  significa  que  necesita  de  la  fosforilaci6n  previa  de  otro

residuo, en este caso Ser235 producido principalmente por cdk5.

Dada  la  importancia  de  este  tipo  de  fosforilaci6n  en  tau  tanto  en  el  caso  de  la

patologia como en la normal regulaci6n de la funci6n de tau, se hizo necesario estudiar la

posible localizaci6n de ambas quinasas en las "balsas lipidicas", compartiendo ubicaci6n

con  tau  y  por  lo  tanto  dando  posibilidad  a  que  estos  microdpminios  favorezcan  el
:.

encuentro y la posterior fosforilaci6n de tau. Se analiz6 entonces: la presencia de las dos

quinasas en las "balsas lipidicas" obtenidos a partir de neuroblastdma humano, SHSY5Y.

SehabiadescritorecientementequeGsk3Pseasociaalosmicroqominiosdemembrana,

y  mas  atn,   que  bajo   ciertos  estinulos  en  el  modelo   en  estudio  esta  localizaci6n

aumentaba  (Sui  et al.,  2006).  Ese fue  el primer registro  de esta quinasa en  las  "balsas

lipidicas" y hasta el momento ha sido el tinico. En el caso de cdk5; no hay evidencias que

prueben la asociaci6n de esta quinasa a fas "balsas lipidicas".

I

I
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La presencia  de  Gsk3P  en  "balsas  lipidicas"  en  contraste  cc}n  la  ausencia  de  cdk5

sugieren la idea de Gsk3P como mediador de tau con  las "balsas lipidicas". Al estar al

memos una de las dos quinasas de tau presente en las "balsas  lipidicas",  es posible que

tau  est6  involucrada  en  un  sistema  de  transducci6n  de  sefiales,donde  no  s6lo  se  vea

afectada su fosforilaci6n en Tyr  18 sino tambi6n en fosforilaciones de tipo Ser/Thr.Para

resolver  esta  hip6tesis  analizamos  los  niveles  de  fosforilaci6n  de  tau  en  Tyr  18,  Ser

396/404  y  Thr  231   en  extractos  de  c6lulas  SHSY5Y  incubadas  con  AP25.35  durante

tiempos cortos entre  1-15  min. Como se muestra en Resultados,  la fosforilaci6n en Tyr

18  aument6  considerablemente  a  partir  de  2  min  de  incubaci6n,  coincidiendo  con  lo

publicados  previamente  (Williamson  et  al.,  2002)  que  describia  la  activaci6n  de  la

quinasa Fyn con el mismo estimulo luego de  1  minuto de tratamiento. En el aumento de

la fosforilaci6n de tau en Tyr 18 se observ6 luego rna disminuci6n 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 fosforilaci6n de tau en Tyr  18 es producida

por Fyn,  luego de ser activada al minuto de tratamiento. El segundo incremento podrfa

deberse a la propia quinasa Src, quien fosforila a tau en menores cantidades comparada

con  Fyn  y  que  segtin  evidencias  anteriores  es  posible  que  se 'active  como  respuesta

posterior a la activaci6n de Fyn (von Wichert et al., 2003).

Como se describe en Resultados para analizar el papel de Fyi en esta fosforilaci6n a

los 2 min se incubaron las celulas con un inhibidor de la familia de las Src quinasas, PP1,

el cual es mss efectivo sobre Fyn que sobre Src en bajas dosis. Lbs resultados mostraron

que al inhibir Fyn, la fosforilaci6n de tau en Tyrl 8 a los 2 min d¢ tratamiento disminuy6
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considerablemente, llegando a los niveles basales del caso control. Luego de observar lo

que   sucedia   con   Tyrl8   quisimos   analizar   el   caso   de   Ser396/404   y  Thr231.   Para

Ser396/404 la curva de progreso temporal de la fosforilaci6n indicida por AP mostr6 un

incremento en la fosforilaci6n desde los 5 min de tratamiento y manteniendose durante

10  min.  Para Thr231,  al  comparar los niveles  fosforilados  con  |os niveles de tau total
i

hubo  un  aumento  en  la  fosforilaci6n  luego  del  primer  minutq  de  tratamiento.    Los

cambios  detectados  a partir de  extractos  sugieren la participaci6,n de tau en un posible

sistema  de  transducci6n  de  sefiales  en  respuesta  al  AP,  ya  qpe  a  tiempos  cortos  de

tratamiento  se  producen  cambios  en  la  fosforilaci6n  de  tau  tanto  en  Tyrl8  como  en

Ser396/404 y Thr231.

6Es  posible  que  estos  cambios  sean  parte  de  un  sistema  localizado  donde  estos
I

microdominios de membrana faciliten la fosforilaci6n de tau?. Analizamos 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 Hue  ocurrfa con tau en

terminos de distribuci6n y fosforilaci6n en "balsas lipidicas".

Luego de 2 min con AP la fosforilaci6n en Tyrl 8, que aumentapa a nivel celular total,

aument6   tambi5n   en   las   fracciones   de   "balsas   lipfdicas",   lq   que   indica   que   esta

fosforilaci6n estaria ocurriendo en los microdominios como resp+esta a la activaci6n de

Fyn  producida  por  el  p5ptido.  La  fosforilaci6n  en  Thr231  ta+bien  aumenta  en  las

fracciones  de  "balsas  lipidicas" a  los 2 min,  coincidiendo  con  e,I  aumento  en extractos

totales   a  partir  del  primer  minuto   de  tratamiento.   No   se   d?tect6   fosforilaci6n  en

t
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I

Ser396/404 en las fracciones de "balsas  lipidicas",  lo  que tambi6n coincide con que el

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

Luego de 10 min de incubaci6n con AP, los niveles tanto de tau fosforilada en

Tyrl8  como en Thr231  disminuyeron en las "balsas  lipidicas",  lo que coincide con los
I

patrones   observados   para   extractos   totales.   Ambas   fosforil4ciones   se   encuentran

concentradas ahora en fracciones de no "balsas lipidicas". El casoide Ser 396/404 se hace
I

interesante, ya que por primera vez fue detectada en las fraccion6s de "balsas lipidicas",
I

esto coincide con los niveles obtenidos a partir de extractos totales, donde observamos un

aumento luego de 5 min que podria estar ocurriendo a nivel de "b4lsas lipidicas".

Considerando que los patrones de fosforilaci6n de tau canbiaron en "balsas lipidicas"

producto  de  la incubaci6n  con  el  p5ptido  amiloide,  analizamos  lo  que  ocurrfa  con  las

quinasas cdk5 y Gsk3P. Por medio de los mismos tratamientos de SHSY5Y con AP25.35

y obtenci6n de  "balsas  lipidicas"  a los 2  y  10 min,  vimos que qsk3P esta presente en

"balsas lipidicas" en el caso control, pero que desaparece de losLmicrodominios a los 2

min para luego volver a esta localizaci6n a los 10 min.
I

Para la quinasa cdk5, observamos que presenta el mismo patrQn de distribuci6n en el
'

curso temporal que la variante de tau fosforilada en Ser396/404. Es posible entonces que
1

sea  el  aumento  de  esta  quinasa  en  los  "balsas  lipidicas"  obervado  en  este  tiempo  el
I

responsabledelaumentoenlafosforilaci6ndetauenser396/404.I

Para  comprobar  esto,  se  pre-incubaron  las  c6lulas  con  un  a¢tivador  selectivo  de  la

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

min.   Interesantemente,  bajo  estas  condiciones  se  inhibe  la  lo,balizaci6n  de  cdk5   en
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•"balsas  lipidicas",  ademas  su  activador p35  tampoco  esta presente  en  esas  fracciones.

p35 es rna proteina que posee miristoilaci6n en su extremo N-terplinal y que por lo tanto

esta asociada a membrana,  al  contrario  del  fragmento  p25  proapcido  por la proteolisis
I

por  calpaina.  La  uni6n  con  p35,  por  lo  tanto,  permitiri'a  que^cdk5  se  localizara  en
'

membrana y en este caso, el complejo podrfa asociarse a "balsas lipidicas" producto de la
'

incubaci6n   con   AP.   La   inhibici6n   de   cdk5   con   roscovitini   no   solo   bloquea   la

localizaci6n subcelular del complejo en "balsas lipidicas",  sino  que tambi6n bloquea la
'

fosforilaci6n de tau en Ser 396/404. Por lo tanto el responsable de esta modificaci6n de

tau es el complejo cdk5/p35. Ademas con este resultado se infie're que la asociaci6n de

cdk5  con "balsas lipidicas" depende de su activaci6n, ya que al 'ser inhibida se bloquea

tanto  su  actividad  quinasa  como  su  localizaci6n  en  "balsas  lipidicas".  Al  analizar  el

patr6n de distribuci6n de tau total en "balsas lipidicas" en tratainientos con roscovitina,
I

I

tau total  desaparece  de  las  "balsas  lipidicas",  lo  que  sugiere  qup  los niveles  de tau en

"balsas  lipidicas"  detectados  a  los   10  min  de  incubaci6n  cop  el  p6ptido  se  deben

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

Tyrl8   y   en  Thr231,   las   cuales   en   ese   tiempo   de   incubaci6n   desaparecen   de   los

microdominios.

an::::efe:o6::n]°aepsa;::;p°:ctj:nt°d]ea::::C]apsaoccf;6andadeat::b:I:arses.:jfeds]tca:s:e;°art:upe]=:toa:
I

microdominios  de membrana ham  sido recientemente  asociados a la EA,  los resultados

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

solo  se  active  Fyn  I)roduciendo  un  aumento  en  la  fosforilaci6n  en  Tyr  18,  sino  que
I
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tambi6n un aumento en  la fosforilaci6n de tau en Thr 231  y lu9go en  Ser 396/404. La

asociaci6n de tau en "balsas lipidicas" con el complejo cdk5/p35 activado permite inferir

la participaci6n de estos microdominos como ambientes propicios para el encuentro de

ambas proteinas y por lo tanto que se favorezca la fosforilaci6n de tau. La seouencia de

eventos observada en "balsas lipidicas" se resume en el modelo de la Figura 18.
I

Esta interacci6n no  es  s6lo  importante para explicar el  caso de  la EA,  sino tambi6n

explicaria  lo  que  ocurre  durante  el  desarrollo  de  cerebro  fetal,  ya  que  el  tipo  de

fosforilaci6n de tau como Ser 396/404 es de vital importancia para la normal extension

de   procesos   neuronales,   regulando   la   aflnidad   y   estabilizaci6n   por   tau   de   los

microthbulos.  Nuestros  resultados  podrian  ser  tambien  de  intr?res  en  el  contexto  del

desarrollo neuronal.

Volviendo a la btisqueda del elemento responsable en la localizaci6n de tau en "balsas

lipidicas", concluimos que Fyn no es necesario y suflciente para cumplir este rol, lo que

indica la existencia un nuevo mediador. En apoyo de la hip6tesi§ de la no participaci6n

de Fyn esta el hecho de detectar fosforilaci6n en Tyr 18 en AP-tau, donde el dominio de

uni6n a Fyn fue delecionado. En este trabajo postulamos que exi,`ste un intermediario en

la  uni6n  de  tau  con  Fyn  para  el  caso  de  AP  y  que  posiblemente  sea  el  mismo  que

participe en la interacci6n de tau con membrana.  Pensamos  que} Gsk3P podrfa cumplir

este  rol,  ya  que  esta  presente  en  las  c6lulas  Cos  7,  donde  s!  realiz6  el  analisis  de

fosforilaci6n de AP por Fyn.  Se ha descrito  que  interactha con Fyn y ademas tambi6n

esfa presente  en "balsas  lipidicas" en c5lulas  controles,  sin embargo, no  se ha descrito

que  Gsk3P  posea  elementos  que  le  permitan  asociarse  directamente  a  la  membrana
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plasmatica.  Es  mas,  al  explicar  la  detecci6n  de  la  quinasa  en  los  microdominios  de

membrana se postul6 tambien la uni6n con alguna proteina de uni§n 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 fosforilaci6n  de tau  por una  forma de  Gsk3P  fosforilad4  en  Ser 9,  considerada

como inactiva, se veia altamente favorecida por la union de 14-3-3 al complejo. Ademas,

cuando Gsk3P era fosforilada en Tyr 216, considerada como forma activa,  se disociaba

de  14-3-3,  liberindose  del  complejo  con tau ubicado  en membrapa  (Agawal-Mawal  et

al., 2003). Al analizar nuestros resultados, vimos que a los 2 min de tratamiento con el

p5ptido,  1a  quinasa  se  libera  de  los  microdominios.  Esta  disociaci6n  de  la membrana

podria  ocurrir producto  del  aumento  en  la  fosforilaci6n  de  Gsk3P  en  Tyr  216.  Se  ha

observado que esta fosforilaci6n aumenta luego de estimulos en los que participa Fyn, de

hecho  en  el  caso  de  la activaci6n por  insulina,  Fyn  es  responsable  del  aumento  de  la

fosforilaci6n  de  Gsk3P  en  Tyr  216  en  menos  de  2  min  de  tralamiento  (Lesort  et  al.,

1999).

Es interesante notar que el patron de migraci6n electrofor6tica de la quinasa a los  10

min en las fracciones de "balsas lipidicas" difiere de las fracciones no "balsas lipidicas",

6sta  presenta  una  mayor  migraci6n   electrofor5tica   con  un  henor  peso   molecular

aparente.Unaexplicaci6naestefen6menoesqueexisfaunreca|bioenlasubpoblaci6n

de Gsk3P asociada a membrana, que al activarse sea fosforilada qn su residuo Tyr 216 y

como  producto  se  libere  de  las  "balsas  lipidicas".  Luego  la  fijrma  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 electroforetica. Este planteaniento  coincide con  las  caracteristicas de

uni6n descritas para Gsk3P con 14-3-3 .

Tomando en cuenta los antecedentes presentados, Gsk3P podri.a ser activada luego del

primer   minuto   de   tratamiento   con   amiloide,   coincidente   c?n   el   aumento   en   la
'

fosforilaci6n de tau en Thr 231. Posiblemente a los 2 min la quinasa sea liberada de las
I

"balsas  lipidicas"  debido  a  un  aumento  en  su  fosforilaci6n  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 uni6n  con integrinas,  ya que  existen

evidencias que implican un motivo RIIDS, similar al motivo RGD presente en proteinas

de union a integrinas como es  el caso  de fibronectina.  Se ha descrito una competencia

entre fibronectina y el p5ptido amiloide en la uni6n por integrinas[ (Sabo et al.,  1995).

Como  proyeccion  futura  de  este  trabajo  de  tesis  seria  interesante  continuar  con  la

bdsqueda  del  elemento  responsable  de  la  asociaci6n  de  tau  con  "balsas  lipidicas",  y

analizar la relocalizaci6n de cdk5 en "balsas lipidicas" como blanco de tratamiento en la

EA, con el fin de prevenir la hiperfosforilaci6n de tau.
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Roscovitina
+.-~

Figura  18:  Caricatura representando  la dininica del  complejo  Fyn-tau  y  las  quinasas
Cdk5  y  Gsk3P  al  incubar  c6lulas  SHSY5Y  con  AP25.35  10HM.  A)  c6lulas  control,
luego de  lmin de incubaci6n   C) luego de 2min de incubaci6n, D)  luego de  10min,

pre-tratamiento por  lh con Roscovitina  loHM y luego por  10min con AP25.35.
primer  minuto  de  tratamiento  con  AP,  se  presume  que  Fyn  y  Gsk3E)  se
consecuentemente  aumenten  los  niveles  de  tau  fosforilada  en  Tyrl8   (PYl8)  y
fosforilada  en  Thr231   (CP9)  observado  a  los  2min.  Luego  de   10min,  cdk5   podria
experimentar   rna   activaci6n   y   una   posterior   relocalizaci6n   en   "balsas   lipidicas",
aumentando los niveles de tau fosforilada en Ser396/404 (PHF-1 ). En este punto, Gsk3f}
tambi6n podria contribuir a la fosforilaci6n de tau en Ser396/404.  La interacci6n entre
Fyn y tau fosforilada en Ser396/404 en casos con AP air se desconoce. Con incubaci6n
previa de las celulas con el inhibidor de cdk5, 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.

:  Proteina tau

activaci6n de quinasas

/`      J;``
_-+`     : mecanismo desconocido de interacci6n 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 distribuci6n subcelular segin se observ6 en celulas Cos7.
:

•    La fosforilaci6n de tau en Tyr 18 por Fyn no es determinante para su distribuci6n

subcelular.

•     Las proteina quinasa cdk5 se asocia a "balsas lipidicas" sblamente en respuesta a

tratamientos con el amiloide AP25_35.                                           '

•     Las   variantes   fosforiladas   de   tau   en   Thr231   y   Ser3,96/404   se   distribuyen

diferencialmente  en  "balsas  lipidicas".  El  mismo  patr6ri  se  ve  reflejado  en  la
I

uni6nconFynyenlosnivelesdefosforilaci6nenTyr18.I

(

•     La  interacci6n  de  tau   fosforilada  en   Ser  396/404  y  Fhr231   con  Fyn   seria

favorecida por proteinas mediadoras.

i

•     La presencia de tau, cdk5 y Gsk3P en las "balsas lipidicas", y los cambios en la

fosforilaci6n   de   tau  como   respuesta   al   AP25.35,   plant¢an   un   mecanismo   de

interacci6n producido por este estfmulo.
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