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La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa en la
que se presentan depdsitos anormales de proteinas; B-amiloide y Tau, esta
ultima se ha encontrado estar relacionada con la neurodegeneracién por si
sola. Por otra parte REST/NRSF parece jugar un papel importante como
neuroprotector en el envejecimiento. La principal proteina involucrada en la
proteostasis es la chaperona Hsp90 que se encuentran sobrerreguladas en
la enfermedad de Alzheimer y tiende a presentar mayor afinidad por
proteinas aberrantes. Por todo lo anterior es posible que las modificaciones
aberrantes de la proteina Tau, principalmente fosforilacion, tengan
influencia sobre la estabilidad de la proteina REST/NRSF, por lo que las

afinidades de interaccion podrian jugar un papel clave en esta enfermedad.

En el presente trabajo se utilizaron plasmidos vectores que sobreexpresan
las proteinas de GST-Hsp90 N (9-236), Tau 441 y REST/NRSF. Se
optimizaron las condiciones para sobreexpresar y purificar las proteinas
mediante cromatografia de afinidad. Para la expresion de las proteinas se
hicieron modificaciones en las variables de tiempo, concentracion de
inductor IPTG, tasa de crecimiento y temperatura. En el caso particular de
REST/NRSF se adiciono ZNSO4. Una vez purificadas las proteinas se
realizaron ensayos de interaccidon y de competencia. Los resultados
utilizando ensayos tipo overlay e inmunodeteccién identifican como
necesaria la estructura del N-terminal de la chaperona para su interaccion,
y bajo las condiciones del ensayo los resultados muestran que

REST/NRSF presenta mayor afinidad por la chaperona, que Tau.



Alzheimer's disease is a neurodegenerative disease in which abnormal
protein deposits are presented; B-amyloid and Tau, the latter has been
found to be related to neurodegeneration in itself. Moreover REST / NRSF
seems to play an important role as a neuroprotective in aging. The main
protein involved in proteostasis is Hsp90 which has been found to be
upregulated in Alzheimer's disease and tends to have greater affinity for
aberrant proteins. Accordingly, for all these reasons it is possible that
aberrant Tau protein modifications, mainly phosphorylation, have an
influence on the stability of the REST / NRSF protein, so that the affinities

of interaction could play a key role in development disease.

In the present study, plasmid vectors overexpressing Hsp90 proteins GST-
N (9-236), Tau 441 and REST / NRSF were used. The conditions were
optimized to overexpress and purify proteins by affinity chromatography. For
protein expression changes in variables of time, concentration of inducer
IPTG, growth rate and temperature were made. In the particular case of
REST/NRSF ZnSO4 was added. Once purified proteins, interaction and
competition assays were performed. Results using overlay and
immunodetection assays, identified as necessary the structure of the N-
terminal chaperone for their interaction, and under this conditions, the
results show that REST / NRSF has greater affinity for the chaperone that

Tau.
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ATP: adenosin trifosfato

CaClz: cloruro de calcio

DNA: acido desoxirribonucleico

D.O.: densidad optica

h: horas

HCI: acido clorhidrico

HRP: peroxidasa de rabano

Hsp: proteina de choque térmico

IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
Kb: kilobase

kDa: kilodalton

LB: Luria Bertani

ml: mililitros

mADb: anticuerpo monoclonal

Min: minutos

mM: milimolar

mRNA: mensajero de &cido ribonucleico

NaCl: cloruro de sodio

NLS: senal de localizacién nuclear

NRSF: factor de silenciamiento restrictivo neuronal
PBS: buffer fosfato salino

REST: factor de transcripcion silenciador del elemento represor RE-1
Ser: Serina

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico

TBST: tris buffer salino y tween 20
Thr: treonina
Tyr: tirosina
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Mg: microgramos
ZnSO04: sulfato de zinc
pI: microlitros

pgm: micrometros

MM: micromolar
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ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es considerada la causa mas comun e
demencia en el mundo. Debido a que aun no esta bien dilucidado el
mecanismo preciso por el cual se lleve a cabo el desarrollo de la
enfermedad, continua la busqueda de nuevos genes particularmente
aquellos que puedan participar en el desarrollo de la enfermedad y que

resulten prometedores como blancos terapéuticos (Bertram, 2004).

La enfermedad se caracteriza principalmente por la formacion de placas

extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares (Hardy & Allsop, 1991).

Las placas se encuentran formadas principalmente por el péptido B-
amiloide (AB), mientras que los ovillos se componen de proteina
principalmente de la proteina Tau (Selkoe, 1996). La teoria actual de la
patogénesis de la etiologia y enfermedad es la “hipdtesis de la cascada
amiloide”, en la que se sobreproduce y/o hay una perdida en la eliminacion
de la proteina AP, lo que produce ovillos neurofibrilares, estas lesiones se
asocian a muerte celular, que se refleja en dano a la memoria (Hardy, 1997).
Implicitamente se considera que la formacion de placas amiloides
comienza la neurodegeneracion (Figura 1) (Hardy et al., 1997). Sin embargo, se
contraponen en los siguientes aspectos: a) el grado de demencia no se
correlaciona con el numero de placas (Terry, 1996) y b) la formacion de ovillos
neurofibrilares parece preceder a la formacién de placas (Braak, Braak, Bohl, &

Reintjes, 1996).
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Figura 1. Pasos iniciales en la hipétesis de la cascada amiloide (Hardy et al., 1997).

PEPTIDOS AB

Los péptidos AR (péptidos de 39-43 aminoacidos), son los principales
componentes de las placas amiloides, las cuales se han involucrado en la
enfermedad de Alzheimer (Masters et al., 1985). Los péptidos se originan a partir
del precursor de la proteina amiloide, la cual es procesada por ciertas
enzimas para producir AB (Figura 2) (Golde, Estus, Younkin, Selkoe, & Younkin, 1992).
Los péptidos bajo ciertas condiciones pueden agregarse para formar
polimeros solubles, los cuales se ha descrito pueden existir en varias
formas. Sin embargo ciertos oligobmeros mal plegados pueden funcionar
como “semillas” y producir placas amiloides insolubles que son toxicas para
las células nerviosas (Seilheimer et al., 1997). Se ha propuesto que el mal

plegamiento de AB, puede inducir el mal plegamiento de Tau.
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Figura 2. Procesamiento y corte de los péptidos AB (Golde, Estus, Younkin, Selkoe, &

Younkin, 1992)

PROTEINA TAU

Es una proteina asociada a microtubulos que ha sido relacionada con
enfermedades denominadas tautopatias (spillantini & Goedert, 1998). La
enfermedad de Alzheimer, es la tautopatia mas comun en la que se forman
ovillos neurofibrilares y filamentos helicoidales apareados compuestos de
agregados hiperfosforilados de proteina tau implicados en muerte neuronal
y degeneracidon neuroldgica (Grundke-Igbal et al., 1986). En el cerebro humano
se generan 6 isoformas de la proteina tau del gen MAPT que codifica para
la misma, a través de splicing alternativo de mRNA. El splicing alternativo
del exén 10 da lugar a la formacion de 3 isoformas con 3 repetidos de unidn
a microtubulos cada uno y 3 isoformas con 4 repetidos de union a
microtubulos cada uno. Los repetidos tienen una longitud de 31 o 32
aminoacidos que se localizan hacia el carboxilo terminal (Figura 3) (Goedert,

Spillantini, Jakes, Rutherford, & Crowther, 1989).
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Figura 3.Representacién esquematica del gen tau (L. Bue’e et al., 2000)

La forma completa de Tau se ensambla a partir de los repetidos que forman
el nucleo del filamento, con la parte media del amino-terminal y el carboxi-
terminal se forma la capa difusa del filamento (Figura 4) (wischik et al., 1988).
La isoforma que compone los filamentos de Tau puede variar entre
enfermedades. En la enfermedad de Alzheimer las lesiones fibrilares se

encuentran formadas de tau 3R y 4R (schmidt et al., 2001).

i E2 E3 E 441
Nt ;/; é _ Ct
‘ ,R1 R2 R3 R4
i . Proline-rich
Acidic region region Repeats
e > < —
Microtubules

Projection Domain o _
Binding Domain

Slnteraction with ®Microtubule polymenzation

H
neural plasma membrane e
P and stabilization

_* cytoskeletal c?lements ®Binding with other protein s
®Signal transduction (PP2A / PS1)
(PLC-y / Src-kinases)

Figura 4. Representacion esquematica de los dominios funcionales de la isoforma mas

larga de la proteina tau (L. Bue’e et al., 2000)

15



A pesar de que las cinasas se encuentran involucradas en la funcién y el
crecimiento normal celular (Sebolt-Leopold & English, 2006), la transferencia de
grupos y-fosfato del ATP a los residuos de aminoacidos Ser/Thr/Tyr (Figura
5) juegan un papel clave en la formacion de ovillos de proteina en la
enfermedad de Alzheimer (igbal et al., 1989). En el tejido cerebral sano, Tau
estabiliza a los microtubulos del axén neuronal pero la hiperfosforilacién

lleva primordialmente a la agregacion (Morishima-Kawashima et al., 1995).

Human tau
microtubule binding region
-
N 546 o !.‘-’-, .'-:"": rl Y 56 5396 S404 542
_e,—t | 1 | N
1 100 200 300 400 441

Figura 5. Sitios de fosforilacion de la isoforma mas larga de la proteina tau (Augustinack,

Schneider, Mandelkow, & Hyman, 2001)

REST/NRSF

El factor de transcripcion silenciador del elemento represor RE-1 (REST;
también conocido como factor de silenciamiento restrictivo neuronal (Chong
et al., 1995) (NRSF), es un represor de genes neuronales en células no
neuronales (Schoenherr & Anderson, 1995). EI gen REST abarca 24 kb del DNA
gendmico, se encuentra compuesto de 3 exones 5  alternativos no
codificantes asociados con diferentes promotores de genes, 3 exones
codificantes y un exén alternativo interno que se asocia a algunas
enfermedades neuronales . La proteina REST/NRSF esta involucrada en
la represion de genes neuronales en células no neuronales y muchos
desordenes genéticos han sido asociados a alternaciones en los patrones
de expresion de REST, incluyendo carcinoma de cancer de pulmén de
células pequenas, neuroblastomas, adicionalmente se ha involucrado su
participacion en la enfermedad de Huntington y fallas epilépticas e

isquemias ademas de localizarse en el citoplasma se puede encontrar en
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el compartimiento nuclear que es dependiente de sefales de localizacion

nuclear (NLS) (shimojo, 2008) .

Es interesante mencionar que recientemente se ha descrito que la actividad
de REST se asocia a un incremento en la longevidad; los niveles de REST
se incrementan en los cerebros de personas que han vivido entre 90-100
anos y sus capacidades cognoscitivas permanecen intactas. En contraste,
la expresidon de REST se ve afectada (Figura 6) en las regiones cerebrales
correspondientes en pacientes con la enfermedad de Alzheimer, sugiriendo
que REST puede proteger contra la demencia. Los autores de este estudio
sugieren que REST se encarga de reprimir genes que promueven la muerte
celular y la patologia de Alzheimer, y adicionalmente inducen genes que
tienen que ver con la respuesta a estrés, de tal forma que REST protege a
las neuronas del stress oxidativo y toxicidad por la proteina AR-amiloide (Lu
etal., 2014).
Young Aged Aged AD

N v kDa
REST [ == semmme|fe——— — - H140

I W ™

B-actin [~ == e - e e m—— e —————] .

Figura 6. Incremento dependiente de la edad en los niveles de la proteina REST en los
adultos mayores sanos y disminucién de la misma en adultos mayores con enfermedad

de Alzheimer (Lu et al., 2014)
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PROTEINA HSP90

Las proteinas de choque térmico (Heat shock proteins, Hsps) son una
familia de chaperonas moleculares altamente conservadas y ubicuas (zhao
et al, 2012). Son responsables del replegamiento de proteinas
desnaturalizadas y de la maduracién conformacional de los péptidos
nacientes dentro de estructuras nativas biologicamente activas (chiosis,
Vilenchik, Kim, & Solit, 2004). Hsp90 es la chaperona molecular mas abundante
en el citosol (Bracher & Hartl, 2006), uniéndose a proteinas cliente en presencia

de co-chaperonas (Figura 7).

3

-ADP

')

t
Open state

Figura 7. Modelo de trabajo del ciclo conformacional de la chaperona Hsp90 (Bracher &
Hartl, 2006)

En los humanos Hsp90 se encuentra presente como homodimero, en
donde cada mondmero contiene: una region N-terminal de 25 kDa que es
el sitio de union a ATP, una region media de 35 kDa que reconoce al
sustrato y una region C-terminal de 12 kDa que contiene un motivo MEEDV

para union a co-chaperonas (Figura 8) (Krukenberg, Street, Lavery, & Agard, 2011).
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25 kDa N-terminus

[] | ATP, Hsp9 inhibitor and cochaperone binding siles
N } and responsible for Hsp ATPase activity
= Charged linker

40 kD Middie domain
mediates inieractions with clienl profeins and cochaperones
and [acilitates M-terminal ATPase aclivity

— 12kl C-lermimos
ATP.H Pl inhabitor and pariner protcin |"||'|-.||-.1':' sites
and responsible for Hsp®0 homodimerization

Figura 8. llustracion de los dominios de Hsp90 y sus principales funciones (Zhao et al.,

2012)

Hsp90 regula fuertemente la actividad del regulador maestro de la
respuesta de choque térmico HSF1; en condiciones normales Hsp90 se
une a HSF1, sin embargo, en presencia de estrés, se disocia, con la
subsecuente fosforilacion del mismo y trimerizacion, translocandose a
nucleo, dando como resultado la produccién de mas chaperonas, que
incluyen a Hsp27, Hsp40, Hsp70, y Hsp90 (Blagg & Kerr, 2006). EI mecanismo
anterior reestablece la homeostasis entre proteinas bajo condiciones de
estrés, a pesar de esto, dicho mecanismo de regulacién se ve superado en
la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades neurodegenerativas,
acumulandose proteinas aberrantes como B-amiloide (Hardy & Higgins, 1992) y
tau (Adachi et al., 2009). Se ha observado que las Hsps se encuentran
sobrerreguladas en la enfermedad de Alzheimer (Hamos et al, 1991). En
condiciones normales Hsp90 interactia con proteinas cliente en forma
dinamica de baja afinidad regulada mediante la unién y liberacion de ATP,
una vez que ocurre una mutacion o desregulacién en la funcidon de la
proteina cliente sucede una estabilizacién inusual de la misma que contiene

a los complejos de chaperona Hsp90 (chiosis, 2006).
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PREDICCION DE ESTRUCTURA DE PROTEINAS

A pesar de los avances en los métodos para lograr una determinacion
precisa de la estructura de las proteinas, los principales métodos para
determinar la estructura de una proteina son: la difraccion de rayos X que
requieren de la cristalizacion de proteinas lo cual puede llegar a tomar
varios anos, y por otra parte la resonancia magnética nuclear (NMR) en la
que no se requiere la obtencidén de un cristal pero que por otra parte, solo
es posible aplicarlo a proteinas pequefias (Blundell, Sibanda, Sternberg, & Thornton,

1987).

Sin embargo, la tecnologia computacional aplicada a la determinacién de
estructuras ha avanzado a una tasa rapida lo cual ofrece posibilidades
compensatorias. Esto incluye el uso de base de datos, para guardar,
recuperar 'y comparar con secuencias conocidas; graficos
computacionales, para mostrar modelos y manipular estructuras
tridimensionales conocidas; y simulacion computacional, para calcular

conférmeros de baja energia y dinamica molecular (Brooks & Karplus, 1983).

La prediccion de estructuras tridimensionales que son originadas una
determinada secuencia de aminoacidos se ha logrado utilizando diversos

algoritmos computacionales (Skolnick, Fetrow & Kolinski, 2000).

Los métodos mediante los cuales se predicen estructuras tridimensionales
de las proteinas se dividen en tres; Modelo comparativo, relacionado a
templados homodlogos que son identificados por la comparacion de una
secuencia o perfiles de secuencia (Marti-Renom et al., 2000); Métodos de
threading, en los que coincide la secuencia de consulta con estructuras ya
resueltas (Bowie, Luthy, & Eisenberg, 1991); Y el modelado ab initio en el que las
proteinas no presentan estructura relacionada con las proteinas ya

resueltas depositadas en el PDB (wu, Skolnick, & Zhang, 2007).

I-TASSER se ha determinado ser el mejor método para la predicciéon
automatizada de estructura (Roy, Kucukural, & zhang, 2010). I-TASSER es un
paquete de software independiente para estructuras de proteinas y

modelado de la funcién. El servidor primero intenta recuperar templados
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con plegamiento similar del PDB mediante LOMETS, una aproximacion
instalada localmente de meta-threading. En la siguiente etapa los
fragmentos obtenidos del PDB son reensamblados en modelos largos
mediante simulaciones replica-intercambio de Montecarlo (Swendsen & Wang,
1986). I-TASSER construye todas las estructuras mediante modelado
molecular ab initio en caso de que LOMETS no pueda identificar un
templado apropiado, posteriormente, los estados de mas baja energia son
identificados mediante SPICKER a través agrupaciéon de sefiuelos de
simulacion. En el tercer paso se realiza de nuevo una simulacién de
montaje a partir del grupo de centroides de SPICKER, en donde el
contenido espacial es colectado de los templados de LOMETS vy
estructuras del PDB mediante el algoritmo TM-align. Se agrupan las
estructuras de mas baja energia y se seleccionan. Los modelos atémicos
finales son obtenidos por REMO que construye los detalles atdmicos a

través de la optimizacion de la red de puentes de hidrogeno (Figura 9).

Structure assembly

Structure re-assembly

Adding rotamers
by Pulchra & Scwrl

Template Cluster Centroid Final model

Figura 9. Diagrama de flujo del método I-TASSER para la predicciéon de estructuras (Wu,
Skolnick, & Zhang, 2007)
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INTERACCION ENTRE PROTEINAS (PROTEIN-PROTEIN
DOCKING)

Esclarecer las interacciones proteina-proteina ayuda a entender aspectos
estructurales y funcionales de la célula, lo cual ayuda a entender mejor
procesos como el control del metabolismo, transduccion de sefales y
regulacion genética. Métodos experimentales pueden ayudar a determinar
algunas proteinas que interactuan, sin embargo existen complejos que no
podran ser determinados mediante ensayos experimentales. Por lo tanto
es importante desarrollar métodos de acoplamiento que pueden dilucidar

detalles de las interacciones a nivel atdmico (Katz & Levinthal, 1972).

El servidor ClusPro 2.0 se basa en la busqueda global de cuerpo rigido
basado en la transformada rapida de Fourier, evalua las energias de miles
de millones de acoplamientos de conformaciones en un cuadrante (grid).
Este servidor participa en CAPRI (Critical Assestment of PRediction of
Interactions), una comunidad para la evaluacion del acoplamiento proteina-

proteina para la prediccion de estructura (Janin, 2002).

El servidor desarrolla tres pasos computacionales: (1) cuerpo rigido
utilizando como enfoque de correlacion la transformada rapida de Fourier;
(2) RMSD (ROOT-MEAN-SQUARE DEVIATION) basado en la agrupacion
de estructuras generadas para encontrar los mayores grupos que
representen los modelos mas probables del complejo, y (3) refinamiento de

las estructuras seleccionadas (Kozakov et al., 2013).
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Las proteinas chaperonas son la maquinaria celular que puede plegar las
cadenas de las proteinas nacientes, plegar de nuevo proteinas
incorrectamente plegadas, o marcar proteinas para su degradacion

(Echeverria, Bernthaler, Dupuis, Mayer, & Picard, 2011).

Hsp90 puede volver a plegar en la célula proteinas no nativas. Sin
embargo, no regula de manera correcta a la proteina intrinsecamente
desordenada Tau (Luo, Ma, Nussinov, & Wei, 2014), en ciertas condiciones la
proteina Hsp90 facilita la agregacion y acumulacion de tau, incluso puede

aumentar la toxicidad (Jinwal et al., 2010) .

Se ha demostrado que al inhibir a la chaperona puede promover la
degradacion de tau (Luo et al.,, 2007), lo que sugiere que Hsp90 protege a tau
de la degradacion en las neuronas por razones desconocidas (Blair et al.,

2013).

Se ha especulado que Hsp90 preserva a la proteina tau para promover la
cinética rapida de los microtubulos, pero ya que tau se acumula en exceso
ocurre dafo a los microtubulos, lo que resulta en agregacion y acumulacion

(Blair, Sabbagh, & Dickey, 2014).

Hay un equilibrio en los estados que presenta la proteina Hsp90, a los
cuales se les ha denominado “estado latente” en el que presenta baja
afinidad en su interaccion con proteinas cliente y el “estado activado”
(Figura 10) en el que presenta alta afinidad en su interaccidén con proteinas
cliente (kamal et al., 2003), dicho equilibrio esta en funcion del estrés del
sistema, en el cual intervienen proteinas mutadas o alteradas, hipoxia o

baja concentracion de nutrientes (Chiosis, Vilenchik, Kim, & Solit, 2004).
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Figura 10. Equilibrio entre el “estado latente” y el “estado activado” de la proteina

Hsp90 (Chiosis, Vilenchik, Kim, & Solit, 2004)

En la enfermedad de Alzheimer los ovillos neurofibrilares y los filamentos
helicoidales apareados se encuentran conformados por proteina tau
anormalmente fosforilada, por lo que se considera una forma aberrante de
la misma (Kosik, Joachim, & Selkoe, 1986). Diferentes cinasas se han encontrado
estar relacionadas con la fosforilacion anormal de los diferentes sitios

(Figura 11) la proteina tau (Wang, Grundke-Igbal, & Igbal, 2007).
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Figura 11. Esquema de los sitios de la proteina tau anormalmente hiperfosforilada

(Wang, Grundke-Igbal, & Igbal, 2007)
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Se ha visto que la induccion del factor de transcripcién del elemento
represor RE1 (REST) es una caracteristica normal del envejecimiento en
las neuronas del hipocampo y la corteza, en contraste con el
envejecimiento de personas que presentan la enfermedad de Alzheimer
(Figura 12), por lo que REST se considera un factor neuroportector y cuya
perdida contribuye a la vulnerabilidad neuronal en la enfermedad de

Alzheimer.

1 Young Aged

CA1

Figura 12. Microfotografia de células piramidales del hipocampo CA1 en la que
se muestra la induccion de REST en el envejecimiento, pero la perdida en el

envejecimiento con enfermedad de Alzheimer (Lu et al., 2014)
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Hsp90 es capaz de aumentar la estabilidad de proteinas mutadas o que
presentan desregulacion postraduccional (Tau), posiblemente por
incremento en la afinidad de union, por lo tanto podria verse afectada la
estabilidad de la proteina REST por desproteccion provocando la
degradacion en citoplasma y evitando que se transloque a nucleo. Aunado
a lo anterior se sugiere que el mecanismo de vigilancia en las chaperonas
es muy sensible y se encuentra fuertemente regulado, por lo que en este
trabajo se propone que la afinidad de Hsp90 por REST y tau, juega un papel

muy importante en el mantenimiento de la proteina REST en nucleo.

La proteina Hsp90 presenta mayor afinidad por la proteina tau aberrante

que por las proteinas tau normal y REST

OBJETIVO GENERAL

Determinar la afinidad de la proteina Hsp90 por las proteinas Tau

aberrante, Tau normal y REST

OBJETIVOS PARTICULARES

e Sobrexpresar las proteinas Hsp90 N (9-236), Tau 441 yREST/NRSF
e Purificar las proteinas Hsp90 N (9-236), Tau 441 yREST/NRSF

¢ Realizar ensayos de interaccion de la proteina Hsp90 N (9-236) con

las proteinas Tau 441 y REST/NRSF
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Figura 13. Diagrama de la estrategia experimental seguida

MATERIAL Y METODOS

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Se seleccionaron las cepas bacterianas E. coli BL21 (genotipo: FHUAZ2
[LON] OMPT GAL [DCM] AHSDS) y E.coli BL21 (DE3) (genotipo FHUAZ2
[LON] OMPT GAL (A DE3) [DCM] AHSDS A DE3 = A SBAMHIO
AECORI-B INT::(LACI::PLACUV5::T7 GENE1) 121 ANINS).
POSTERIORMENTE SE HICIERON CELULAS COMPETENTES DE
LAS CEPAS E.COLI BL21 y E.coli BL21 (DE3) mediante el método
quimico de CaClz. Los vectores de expresion utilizados fueron tau/pET29b,
GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3 y PRJR1-REST que contienen los
insertos de DNA que codifican para las proteinas Tau, el N-terminal de la
proteina Hsp90 (9-236) y REST/NRSF, respectivamente. Se transformo la
cepa E. coli BL21 con el plasmido GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3, y se
seleccionaron en placas de agar LB las bacterias que contenian el vector
de expresion con el inserto con ampicilina 100 ug/ml. Se transformé la cepa
E. coli BL21 (DE3) con el plasmido PRJR1-REST, y se seleccionaron en
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placas de agar LB las bacterias que contenian el vector de expresion con
el inserto con ampicilina 100 pg/ml. Por ultimo se transformé la cepa E. coli
BL21 (DE3) con el plasmido tau/pET29Db, y se seleccionaron en placas de
agar LB las bacterias que contenian el vector de expresion con el inserto

con kanamicina 50 pg/ml.

SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236)

Se incubd en 500 ml de medio LB con ampicilia 100 pg/ml hasta una D.O.
de 0.6-0.7 a 600nm y se llevo a cabo la induccion con IPTG 1mM durante
5h a 37 °C. Se verifico la expresion al empastillar 1 ml del cultivo inducido
después de 5 h resuspendido en 80 ul de buffer de muestray cargando 20
Ml en un gel SDS-PAGE al 10 %. Seguido de una transferencia semi-seca
a una membrana de nitrocelulosa se identificd la proteina utilizando el

anticuerpo monoclonal mAb (AC88).

SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA TAU 441

Se incubd en 500 ml de medio LB con kanamicina 80 ug/ml hasta una D.O.
de 0.7-0.8 a600nm y se llevé a cabo la induccion con IPTG 0.6 mM durante
3h a 37 °C. Se verifico la expresién al empastillar 1 ml del cultivo inducido
después de 3h resuspendido en 80 pl de buffer de muestra y cargando 20
Ml en un gel SDS-PAGE al 10 %. Seguido de una transferencia semi-seca
a una membrana de nitrocelulosa se identificd la proteina utilizando el

anticuerpo monoclonal Tau (A-10).
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA REST/NRSF

Se incubd en 1 L de medio LB con ampicilina 100 pg/ml hasta una D.O. de
0.8-0.9 a 600nm, se adicion6 ZnSO4 40uM, y se llevé a cabo la induccién
con IPTG 1.2 mM durante 4h a 32 °C. Se verifico la expresion al empastillar
1 ml del cultivo inducido después de 4 h resuspendido en 80 ul de buffer de
muestra y cargando 20 yl en un gel SDS-PAGE al 7 %. Seguido de una
transferencia semi-seca a una membrana de nitrocelulosa se identificé la

proteina utilizando el anticuerpo policoclonal Anti-REST.

PURIFICACION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236)

Se realiz6 la extraccidn de la proteina Hsp90 N (9-236) utilizando buffer de
extraccion lisis bacteriana, se agregé 10 ml de buffer de extraccion
(lisozima 100 pyg/ml , 50mM Tris HCI pH 7.4 triton 1% glicerol 10 %) por
cada 50 ml de cultivo, se agit6é en vortex durante 1 minuto y se incub6 en
hielo 30 minutos, posteriormente se centrifugd 15 min 20000xg, se
recolectaron los sobrenadantes. Se pasaron por una filtro de 0.22 ym, se
procedié a la purificacidén mediante cromatografia de afinidad utilizando una
columna con Glutation-Sepharosa High Performance equilibrada con 10 ml
de PBS1x pH 7.4. Se vertieron las alicuotas con la muestra y se eluy6 con
15 ml de buffer de elucién, glutatién reducido Tris HCI pH 8, se recolectaron

fracciones de 500ul y se analizaron mediante SDS-PAGE.
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PURIFICACION DE LA PROTEINA TAU 441

Se realizd la extraccion de la proteina Tau utilizando buffer de extraccion
lisis bacteriana, se agregd 1.5 ml de buffer de extraccién (lisozima 100
pg/ml, 50mM Tris HCI pH 7.4 tritdbn 1% glicerol 10 %) por cada 50 ml de
cultivo, se agitd en vortex durante 1 minuto y se incubd en hielo 30 minutos,
posteriormente se hirvio la muestra durante 20 minutos y se centrifugd 15
min 20000xg, se recolectaron los sobrenadantes. Se pasaron por una filtro
de 0.22 pm, se procedid a la purificacion mediante cromatografia de
afinidad utilizando una columna con Ni Sepharosa High Performance
equilibrada buffer de union (20mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl y 20 mM
imidazol). Se vertieron las alicuotas con la muestra y se eluyeron con 10 ml
de buffer de union, 10 ml con buffer 80 mM imidazol (20mM fosfato de
sodio, 0.5 M NaCl) y 10 ml con buffer 250 mM imidazol (20mM fosfato de
sodio, 0.5 M NaCl), se recolectaron fracciones de 500ul y se analizaron
mediante SDS-PAGE.

PURIFICACION DE LA PROTEINA REST/NRSF

Se realizo la extraccion de la proteina REST utilizando buffer de extraccion
lisis bacteriana, se agregd 10 ml de buffer de extraccion (lisozima 500
pg/ml, 10mM Tris HCI pH 8.0, glicerol 10 %) por cada 50 ml de cultivo, se
agitdé en vortex durante 1 minuto y se incubd en hielo 30 minutos, se
centrifugd 15 min 20000xg, se recolectaron los sobrenadantes. Se pasaron
por una filtro de 0.22 ym, se agregd urea a una concentracion final de 8M
y se procedio a la purificacidon mediante cromatografia de afinidad utilizando
una columna con Ni Sepharosa High Performance equilibrada buffer de
unién (20mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl y 30 mM imidazol). Se
vertieron las alicuotas con la muestra y se eluyeron con 10 ml de buffer de
union, 10 ml con buffer 80 mM imidazol (20mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl) y 10 ml con buffer 250 mM imidazol (20mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl), se recolectaron fracciones de 500ul y se analizaron mediante
SDS-PAGE.
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INTERACCION DE LAS PROTEINAS HSP90 N (9-236) Y TAU
441 MEDIANTE FAR WESTERN BLOT

Se realizo la interaccion de las proteinas Hsp90 N (9-236) y la proteina Tau
mediante Far Western Blot, se realiz6 el SDS-PAGE de la proteina Tau y
luego se transfiri a una membrana de nitrocelulosa usando transferencia
semi-seca, se bloqued la membrana con 20% de leche en buffer TBST
durante 1h, se incubo6 toda la noche con proteina la Hsp90 N (9-236)
purificada 10 pg/ml en buffer TBST, se realizaron 3 lavados de 10 minutos
cada uno con buffer TBST y después se adiciono el anticuerpo primario
mab (AC88) contra la proteina Hsp90 N (9-236) dilucién 1:500 durante 2h ,
se lavo 3 veces con TBST 10 min cada una y se adiciond el anticuerpo
secundario bovine anti-mouse-HRP 1:10000 se incubd 1h, se lavo 3 veces

10 min cada una y se revelo mediamente quimioluminiscencia.

INTERACCION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236) CON TAU
441 Y CON REST/NRSF MEDIANTE ENSAYO DE OVERLAY

Serealizo la interaccion de las proteinas Hsp90 N (9-236) con las proteinas
Tau y REST/NRSF ensayos de Overlay, se vertio sobre una membrana de
nitrocelulosa 10 ug de proteina Hsp90 N (9-236) purificada , se bloqued la
membrana con 20% de leche en buffer TBST durante 1h, se incubaron toda
la noche dos membranas, una con proteina Tau purificada y la otra con
proteina REST/NRSF 10 ug/ml, ambas en buffer TBST, se realizaron 3
lavados de 10 minutos cada uno con buffer TBST y después se adicionaron
los anticuerpos primarios Tau (A-10) diluciéon 1:1000 para identificar la
interaccion de la proteina Tau con Hsp90 N (9-236) y el anticuerpo Anti-
REST dilucién 1:500 para identificar la interaccion de la proteina
REST/NRSF con Hsp90 N (9-236) , se lavd 3 veces con TBST 10 min cada
una, se adiciono el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP 1:10000
y bovine anti-rabbit-HRP respectivamente, se incubd 1h, se lavo 3 veces

10 min cada una y se revelo mediamente quimioluminiscencia.
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COMPETENCIA DE INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS
TAU 441 Y CON REST/NRSF POR LA PROTEINA HSP90 N (9-
236) MEDIANTE ENSAYO DE OVERLAY

Se realiz6 la competencia de interaccion entre las proteinas Tau 441 y con
REST/NRSF por la proteina Hsp90 N (9-236), se adiciono 10 ug de proteina
Hsp90 N (9-236) purificada a cuatro membranas, se bloquearon las
membranas con 20% de leche en buffer TBST durante 1h, se incubaron
toda la noche cuatro membranas dos con proteinas Tau y REST/NRSF con
concentracion 2:1 (20ug/ml de Tau:10ug/ml de REST/NRSF) vy las otra dos
invirtiendo las concentraciones (10ug/ml de Tau:20ug/ml de REST/NRSF)
de las proteinas, ambas en buffer TBST, se incubaron toda la noche, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con buffer TBST y después
se adicionaron los anticuerpos primarios Tau (A-10) diluciéon 1:1000 a una
membrana con concentracion de proteina 2:1 (20ug/ml de Tau:10ug/ml de
REST/NRSF) vy el anticuerpo Anti-REST dilucion 1:500 a la segunda
membrana de las mismas condiciones, se realizé el mismo procedimiento
para la concentracion de proteina 1:2 (10ug/ml de Tau:20ug/ml de
REST/NRSF), después se lavé 3 veces con TBST 10 min cada una, se
adicioné el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP 1:10000 para las
membranas con anticuerpo Tau (A-10) y bovine anti-rabbit-HRP 1:10000
para las membranas con anticuerpo Anti-REST, se incubé 1h, se lavo 3

veces 10 min cada una y se revelo mediamente quimioluminiscencia.

OBTENCION DE LA ESTRUCTURA DE LA PROTEINA TAU 441

Se utilizd la secuencia de la proteina tau de la isoforma de 441
aminoacidos, se realizd el alineamiento de la secuencia insertada en el
plasmido tau/pET29b utilizando el algoritmo pBlast obteniendo una
identidad del 100% con la proteina microtubule-associated protein tau
isoform 2 [Homo sapiens] con numero de referencia en el NCBI
NP_005901.2, posteriormente se utilizé el servidor I-TASSER al insertar la

misma secuencia alineada para predecir la estructura probable de la
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proteina tau, se selecciond la estructura con un mayor C-score y despueés
el algoritmo ModRefiner para refinar la estructura obtenida previamente,

utilizando como validacion del modelo obtenido el plot de Ramachandran.

OBTENCION DE LA ESTRUCTURA DE LA PROTEINA HSP90 N
(9-236)

Se utilizé la secuencia de la proteina fragmento N-terminal de la chaperona
Hsp90 N (9-236), se realizo el alineamiento de la secuencia insertada en el
plasmido GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3 utilizando el algoritmo pBlast
obteniendo una identidad del 100% con la proteina Chain A, Hsp90 N-
Terminal Domain In Complex With(1r)-2-(5-Chloro con numero de
referencia en el NCBI PDB: 3K98 A, posteriormente se utilizé el servidor I-
TASSER al insertar la misma secuencia alineada para predecir la estructura
probable de la proteina Hsp90 N (9-236),, se selecciond la estructura con
un mayor C-score y después el algoritmo ModRefiner para refinar la
estructura obtenida previamente, utilizando como validacién del modelo

obtenido el plot de Ramachandran.
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Los ensayos para la expresion de las proteinas recombinantes GST-Hsp90
N (9-236), Tau 441 y REST/NRSF, se realizaron utilizando la cepa E. coli
BL21 para expresar la proteina GST-Hsp90 N (9-236) y la cepa E. coli BL21
DE3, para expresar las proteinas Tau 441 y REST/NRSF. En la figura 14
se observa la expresién y purificacion de la proteina GST-Hsp90 (Figura
14-A), Tau 441 (Figura 14B) y REST/NRSF (Figura 14C). La purificacion se
llevé a cabo por cromatografia de afinidad utilizando en el primer caso
Glutation-Sheparosa High Performance, y para las dos ultimas se utiliza el
mismo tipo de columna de Ni-Sheparosa High Performance, debido a que
poseen una bandera de histidinas. Los carriles en la posicién 3 de cada uno
de los paneles muestran a la proteina purificada, después de la elucién con
glutation reducido o con Imidazol a las concentraciones indicadas en
Material y Metodos. En el caso particular de la purificacion de REST/NRSF
el rendimiento de la proteina purificada fue menor y con algunas proteinas
que pueden corresponder a formas derivadas de splicing alternativo ya que
existen al menos otras 3 isoformas de REST que corresponden con pesos
moleculares de 60-75 kD, y de 35 kD (Figura C carril 3).

Una vez que se tenian las proteinas purificadas, se procedio a realizar los
ensayos de interaccion en un soporte soélido, esta técnica es conocida como
ensayos Far western, e implican que se corrieron en un gel
desnaturalizante la proteina BSA (albumina de suero bovino), como control,
y en otro carril la proteina Tau441, la interaccion siguiente es incubando
con la proteina GST-Hsp90 y revelando con un anticuerpo monoclonal anti-
Hsp90, lo que observamos en la figura 15 es la interaccion de la proteina
Hsp90, reconociendo la banda correspondiente a la proteina Tau441. El
carril control correspondiente a la proteina BSA y no se observo sefial.
Estos resultados nos indican una interaccion especifica de Tau441 con
Hsp90.
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Figura 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE),
expresion de las proteinas GST-Hsp90 N (9-236) en E. coli BL21, Tau 441 y REST en E.
coli BL21 DE3. (A) Linea 1, marcador de proteinas; Linea 2, Induccion del cultivo
transformado con GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3; Linea 3, purificacion de la proteina
Hsp90 N (9-236) mediante Glutation-Sepharosa High Performance. (B) Linea 1, marcador
de proteinas; Linea 2, Inducciéon del cultivo transformado con tau/pET29b; Linea 3,
purificacion de la proteina Tau 441 mediante Ni Sepharosa High Performance. (C) Linea
1, marcador de proteinas; Linea 2, Induccién del cultivo transformado con PRJR1-REST;
Linea 3 y 4, fracciones de la purificacion de la proteina REST mediante Ni Sepharosa High
Performance.
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Figura 15. Interaccion de las proteinas hsp90 n (9-236) y tau 441 mediante Far western
blot. Se separaron mediante SDS-PAGE las proteinas BSA y Tau441 y se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa y después fue incubada con GST-Hsp90 N (9-236)
purificada. Después de lavar, las proteinas (GST-Hsp90 N (9-236)) unidas se detectaron
con el anticuerpo mab (AC88). BSA funcioné como control negativo. Correspondiendo la
union de GST-Hsp90 N (9-236) al sitio de la proteina Tau 441.

En los siguientes ensayos tipo dot blot se utilizé el siguiente esquema:

Proteina fijada  Proteina interaccionando  Revelado con
Anticuerpo

Hsp90 Tau 441 Anti-Tau (A-10)

Hsp90 Rest Anti-Rest (07-579)

Tau 441 Hsp90 Anti-Hsp90 (AC88)

En la figura 16 se observan los resultados tipo dot blot, los controles del
ensayo incluyen la incubacion de las proteinas fijjadas en el papel de
nitrocelulosa, con los anticuerpos especificos para tau (ab A-10), Hsp90 (ab
ACS88), y REST (ab 07-579), Figura 16 A-1,2; 16 B-1 y 4. Cuando se lleva
la interaccion de Hsp90 con la proteina Tau y REST y se revela con los
anticuerpos de cada uno de ellas, se observa la sefial indicando la
interaccién especifica (Figura 16 A 3 y 4). En el panel B se analiza si existe
la interaccion de Tau441 con Hsp90, en este ensayo adicionalmente se
utiliza la proteina Hsp90 incubada a 98 °C durante 5 minutos. De los
resultados observados se puede sugerir que la proteina Hsp90 nativa

interactla directamente con Tau441.

36



<
> &S

2% a0 @ﬁﬁ$*Ppﬁ

A J«_@I\ < R\ PR &
\ & x R A
< pe ?‘;o\}{;\\.;:a A0 S
o ;
Proteina Hsp90 N(9-236) | ' \ . "
purificada |
©\
3 )
o 7
QQQ‘*@ B q0$®3
S \
: I S R A
'B\Q‘\P\ 910 .{\C‘a <0~_€-I AR 'p-\{j’)
w e 8 s
O
P
Proteina Tau 441 / - 8 PFDEE; 3H§;190
Purificada | p I / : .

purificada

Figura 16. Interaccion de la proteina GST-Hsp90 N (9-236) con Tau 441 vy con
REST/NRSF mediante ensayo de overlay. (A) Se adsorbié en varias membranas proteina
GST-Hsp90 N (9-236) purificada y se incubaron con las proteinas Tau 441 y REST
purificadas por separado. Después de lavar, se identificaron las proteinas unidas Tau 441
y REST con los anticuerpos Tau (A-10) y Anti-REST respectivamente. Tau (A-10) y Anti-
REST se usaron como controles negativos de uniéon de ambas proteinas. Correspondiendo
la unién de Tau 441 y REST al sitio en que se adsorbié la proteina GST-Hsp90 N (9-236).
(B) Se adsorbié en varias membranas proteina Tau 441 y se incubaron con la proteina
GST-Hsp90 N (9-236) y GST-Hsp90 N (9-236) calentada durante 5 minutos. Después de
lavar, se identificaron la proteina unida GST-Hsp90 N (9-236) con el anticuerpo mab
(AC88). GST-Hsp90 N (9-236) calentada durante 10 con mab (AC88) se utiliz6 como
control para verificar que el anticuerpo se une aun a la proteina desnaturalizada y el
anticuerpo mab (AC88) como control especifico de union a GST-Hsp90 N (9-236).
Correspondiendo la unién de GST-Hsp90 N (9-236) al sitio en que se adsorbio la proteina
Tau 441.
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Figura 17. Competencia de interaccion entre las proteinas Tau 441 y con REST/NRSF
por la proteina Hsp90 N (9-236) mediante ensayo de overlay. Se adsorbié en diferentes

membranas 10 Pg de proteina GST-Hsp90 N (9-236) purificada a cada una, y se
incubaron cada una con las proteinas Tau 441 y REST purificadas; dos con concentracion
2:1 Tau-REST vy las otras dos con concentracion 1:2 Tau-REST. Se identificaron las
proteinas unidas Tau 441 y REST con los anticuerpos Tau (A-10) y Anti-REST
respectivamente. Correspondiendo la unién de Tau 441 y REST al sitio en que se adsorbid
la proteina GST-Hsp90 N (9-236).

Los resultados de interaccion utilizando los ensayos tipo far western y dot
blot nos sugieren que es posible utilizar esta metodologia como un ensayo
cualitativo de la interaccion de la proteina Hsp90 con las proteinas Tau441
y REST. Para determinar la posible competencia de estas proteinas por la
unién a Hsp90, decidimos realizar un ensayo utilizando diferentes
concentraciones de cada una de las proteinas en el primer ensayo se utilizd
una relacién 2:1 de la proteina Tau/REST (Figura 17 panel izquierdo) y en
el segundo ensayo se invirtid la relacion a 1:2 de Tau/REST (Figura 17
panel derecho). Cuando se revelo cada membrana con los anticuerpos
especificos para cada una de las proteinas se encuentra una sefal de

mayor intensidad con la interaccién de Hsp90 y REST.
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MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHQDQEGDTDAGLKESPLQTPTEDGS
EEPGSETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKQAAAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLE
DEAAGHVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGQKGQANATRIPA
KTPPAPKTPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRT
PPKSPSSAKSRLQTAPVPMPDLKNVKSKIGSTENLKHQPGGGKVQIINKKLDLSNVQSK
CGSKDNIKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGQVEVKSEKLDFKDR
VQSKIGSLDNITHVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLS
NVSSTGSIDMVDSPQLATLADEVSASLAKQGL

Figura 18. Secuencia aminoacidica de la proteina Tau 441
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Figura 19. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina Tau 441
insertada en el plasmido tau/pET29b mediante el algoritmo pBLAST numero de

1
1

Expact Method Identities Positives

MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGLREDQGGY TMAQLQEGLDTDAGLEKESFLQTIFTEDGSEEPG
MAEPRQEFEVMEDHAGTYGLGLREDQGGY TMAQLQEGLDTDAGLEKESFLQTIFTEDGSEEPG
MAEFRQEFEVME DHAGTYGLGLREDQGEY TMAQDQEGDTDAGLKESFLQTFTEDGSEEPG

SETSDAKSTFTAEDVIAPLVDEGAPGKQRAROPHTEIPFEGITAEEAGIGDTFSLEDEAAG
SETSDAKSTETAELVIAFLVDEGAPGKQRAROPHTEI FEGITAEEAGIGDTFSLEDEAAG
SETSDAKSTFTAEDVIAFLVDEGAPGKQRAROPHTEIFEGTTAEEAGIGDTFSLEDEAAG

HVIQARMVSKSKDGI GSDDKKAKGADGKIKIATFRGAAPPGOKGRANATRI FAKTFFAPK
HVIQARMVSKSKDGI GSDDKKAKGADGKIKIATFRGAAPPGOKGRANATRI FAKTFFAPK
HVIQARMVSKSKDG I GSDDEKAKGADGKIKIATFRGAAPPGOKGRANATRI FAKTFFAFPK

TPPSSGEFPPKSGDRSGYSSPGIPGIPGSRIRTIPSLEFTPFTREPEEVAVVRT FPKSPS5AK
TPPSSGEFFKSGDRSGYSSPGIPGI PGSRIRTIPSLET FFTREPKKVAVVET FFKSESSAK
TPPSSGEFPPESGDRIGYSSPGSPGTIPESRIRTPSLETFFTREPKEVAVVRT FPKSFS5AK

SRLQTAPVPMPDLENVESKIGSTENLEHQPGGEEVQI INKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV
SRLQTAPVPMPDLENVESKIGSTENLEHQPGGEEVQI INKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV
SRELQTAPVEPMPDLENVESKIGSTENLEHQPGEEEVQI INKKLDLSNVQSKCGSKDNIKHV

PGEGSVQIVYKEVDLSEVI SKCGS LGN I HHKPGGGVEVESEKLDFEDRVQSKIGSLDNT
PGEGIVQIVYKEVDLSKVI SKCGSLGN I HHKPGGGUVEVKSEKLDFKDRVQSKIGSLINT
PGEGSVQIVYKPVDLSKEVI SKCGS LGN I HHKPGEGVEVESEKLDFEDRVQSKIGSLDNT

THVPGGENKKIETHKLT FRENAKAKT DHGAEIVYKSPVVSGDT SPRHLSNVSSTEST DMV
THVPGGENKKIETHKLT FRENAKAKT DHGAEIVYKSPVVSGDT SPRHLSNVSSTEST DMV
THVPGGENKKIETHKLT FRENAKAKT DHGAEIVYKSPVVSGDT SPRHLSNVSSTEST DMV

DSPQLATLADEVSASLAKDGL 441

DSPQLATLADEVSASLAKQGL
DSPQLATLADEVSASLAKQGL 441

referencia en el NCBI NP_005901.2

Compositional matrix adjust. 441/441(100%) 441/441(100%) 0/441(0%)

&0
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Figura 20. Modelo obtenido de la proteina Tau 441 mediante el servidor I-TASSER C-
score=-0.72 y refinada por el algoritmo ModRefiner, visualizacion (soffware UCSF
Chimera 1.10.2)
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Figura 21. Grafico de Ramachandran obtenido de la estructura de la proteina Tau 441
refinada, mediante el servidor RAMPAGE
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MEEEEVETFAFQAEIAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYESLTD
PSKLDSGKELHINLIPNKQDRTLTIVDTGIGMTKADLINNLGTIAKSGTKAFM
EALQAGADISMIGQFGVGFYSAYLVAEKVTVITKHNDDEQYAWESSAGGSFT
VRTDTGEPMGR

Figura 22. Secuencia aminoacidica de la proteina Hsp90 N (9-236)

Score Expect Method Identities Positives Gaps
352 bits(904) 2e-122 Compositional matrix adjust. 171/171({100%) 171/171(100%) 0/171(0%)

Query 1 MEEEEVETFAFQRETAQIMSLIINTFYSNEEIFLEELISNSSDALDKIRYESLTDESKLD &0
MEEEEVETFAFQRE I AQIMSLIINTIFYSHNEKEIFLEELISNSSDALDKIRYESLTDESKLD
Sbjct 5 MEEEEVETFAFQAREIAQIMSLIINTFYSHNEEIFLEELISNSSDALDKIRYESLTDESKLD 64

Query 6l SGKELHINLIFNEQDRTILTIVDIGIGMIKADLINNLGTIAKSGTEAFMEALQAGRADISMI 120
SGKELHINLIFNEQDRILT IVDIGIGMIKADLINNLGT ITAKSGTKAFMEALQRGRADT SMI
Sbjct &5 SGKELHINLIFNEQDRTLT IVDTGIGMIKADLINNLGTIAKSGTEAFMEALQRGADISMI 124

Query 121 GRFGVGFYSAYLVAEKVIVITEHNDDEQYAWESSAGGSFIVRIDIGEFMGR 171
GOFGVGFY SAYLVAEKVIVI TEHNDDEQYAWESSAGGSFTVRTIDTGEFPMGR
Sbkjct 125 GRFGVGFYSAYLVAEKVIVITEHNDDEQYAWESSAGGSFIVRIDIGEFMGR 175

Figura 23. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina Hsp90 N (9-236)
insertada en el plasmido GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3 mediante el algoritmo
pBLAST numero de referencia en el NCBI PDB: 3K98 A

Figura 24. Modelo obtenido de la proteina Hsp90 N (9-236) mediante el servidor I-
TASSER C-score= 1.14 y refinada por el algoritmo ModRefiner, visualizacién (software
UCSF Chimera 1.10.2)
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(9-236) refinada, mediante el servidor RAMPAGE

Cluster | Members | Representative | Weighted Score
0 86 Center 8544
Lowest Energy -946.0
1 72 Center -953.3
Lowest Energy -953.3
2 68 Center -1088.6
Lowest Energy -1261.6
3 64 Center -1166.0
Lowest Energy 12477
4 55 Center 10126
Lowest Energy -1247.2
5 52 Center -976.8
Lowest Energy -1005.5
6 52 Center 911.9
Lowest Energy -911.9
7 44 Center 8748
Lowest Energy -11101
8 39 Center -892.5
Lowest Energy -960.1
3 35 Center 8856
Lowest Energy -976.5
10 29 Center 10133
Lowest Energy -1056.9

Figura 25. Grafico de Ramachandran obtenido de la estructura de la proteina Hsp90 N

Figura 26 .Cluster Scores de los modelos de las interacciones favorecidos
hidrofobicamente (Hydrophobic-favored) de las proteinas Hsp90 N (9-236) y Tau 441.
Pesos de los coeficientes (Coefficient weights)
E=0.40Erep+-0.40Eatt+600Eelec+2.00EDARS. ClusPro 2.0
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Figura 27. Modelos obtenidos del cluster de interacciones favorecidas por hidrofobicidad
de las proteinas Hsp90 N (9-236) y Tau 441 mediante el servidor ClusPro 2.0. Pesos de
los coeficientes (Coefficient weights) E=0.40Erep+-0.40Eatt+600Eelec+2.00EDARS.
Visualizacion mediante el software software UCSF Chimera 1.10.2
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Se realizd la sobreexpresion de las proteinas recombinantes de los tres
genes utilizando dos diferentes cepas bacterianas; E. coli BL21 se utilizd
para expresar la proteina GST-Hsp90 N (9-236), mientras que para la
expresion de la proteina asociada a microtubulos Tau 441 y REST/NRSF
se utilizé la cepa E. coli BL21 DES3. Diferentes condiciones fueron

requeridas para lograr la expresion de las proteinas en estudio.

GST-Hsp90 N (9-236) que corresponde al dominio N-terminal de la proteina
chaperona Hsp90, la cual es una proteina altamente conservada debido a
su papel que es mantener la homeostasis del proteoma (proteostasis) (Hartl,
Bracher, & Hayer-Hartl, 2011). Su sobreexpresion se obtuvo a las 5 horas después
de la induccion con IPTG 1 mM a una D.O. de 0.6-0.7 y la temperatura fue
de 37°C.

Tau 441, correspondiente a la isoforma mas larga de la proteina Tau (Buée,
Bussiere, Buée-Scherrer, Delacourte, & Hof, 2000), una proteina intrinsecamente
desordenada (Luo, Ma, Nussinov, & Wei, 2014) que en condiciones normales
permite la estabilizacién de los microtubulos en las neuronas, pero que se
encuentra implicada en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer. Su
sobreexpresion se obtuvo a las 3 horas después de la induccién con IPTG
0.6 mM a una D.O. de 0.7-0.8 y la temperatura fue de 37°C.

REST/NRSF, el regulador maestro de genes neuronales en células no
neuronales que cuya funcidn en el envejecimiento parece ser la de
neuroproteccion ya que en la enfermedad de Alzheimer se observa
disminuido (Lu et al., 2014). Su sobreexpresion se obtuvo a las 4 horas después
de la induccién con IPTG 1.2 mM a una D.O. de 0.8-0.9, la temperatura fue

de 32°C y que ademas se tuvo que adicionar ZnSOa.

Las variables modificables para lograr la expresion de las proteinas fueron:
el tiempo, observandose que la expresion de la proteina Tau fue el menor
3h, después la proteina REST/NRSF 4h y posteriormente GST-Hsp90 N (9-

236) 5h; concentracion de IPTG, utilizando 1.2 mM para expresar
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REST/NRSF, 1 mM para GST-Hsp90 N (9-236) y 0.6 mM para Tau; D.O.,
0.8-0.9 para la proteina REST/NRSF, 0.7-0.8 para Tauy 0.6-0.7. Estas tres
variables, el tiempo, la concentracion de IPTG y la D.O, se encuentran
relacionadas, la D.O., nos da una estimacién de la cantidad de bacterias en
el medio de cultivo por lo que una mayor cantidad de IPTG sera necesaria
para sostener la sobreproduccion de proteina a un determinado tiempo en

una temperatura dada.

Para la expresion de la proteina REST/NRSF ademas fue requerida la
adicion de ZnSOa4. El dominio de union a DNA de la proteina REST/NRSF
contiene 8 dedos de Zinc clase Krippel-GL1C2H2 (Cys2His2) (Chong et al.,
1995). El Zinc tiene la propiedad de jugar el papel de elemento estructural
en las regiones de unién a acidos nucleicos (Berg & shi, 1996), es decir, es por
razones estructurales que se requiere para la expresion de dicha proteina

en nuestro sistema.

Se identificé mediante la técnica de Far western blot la unién de la proteina
GST-Hsp90 N (9-236) a la proteina Tau, observandose que la union de la
chaperona es especifica, ya que no se observo interaccion con la proteina
control BSA. La técnica utilizada para la interaccion deriva del western blot
estandar. La proteina cebo, en este caso Tau, se detecta en donde la
proteina presa, GST-Hsp90 N (9-236), se localiza, si es que se forma un
complejo, lo que determina que dos proteinas interactuan directamente (wu,
Li, & Chen, 2007). La desventaja de la técnica es que se utilizan condiciones
desnaturalizantes en el buffer de muestra al realizar el SDS-PAGE vy
muchas proteinas dependen de su estructura secundaria y terciaria para su
interaccion. Teniendo en cuenta los contras de la técnica, se aprovecharon
las caracteristicas no estructurales de la proteina Tau (Skrabana, Skrabanova-
Khuebachova, Kontsek, & Novak, 2006), por esta razén fue seleccionada como la
proteina cebo obteniendo asi la interaccién con GST-Hsp90 N (9-236). El
ensayo se realiz6 utilizando a la proteina GST-Hsp90 N (9-236) como cebo,
y como presa a la proteina Tau, en estas condiciones que son contrarias a
las del ensayo anterior, no se observo interaccion entre las proteinas, lo
cual nos sugiere que la estructura de la proteina GST-Hsp90 N (9-236) es
necesaria para que pueda interactuar con la proteina no estructurada Tau.
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Posteriormente para confirmar que efectivamente la estructura de GST-
Hsp90 N (9-236) se encontraba involucrada en la interaccion con Tau se
planted el experimento de overlay (Figura 16B) en el que no se utilizan
condiciones desnaturalizantes ya que la proteina cebo en este caso la
proteina Tau 441 se vierte sobre la membrana de nitrocelulosa que por las
cargas de esta y las que contiene la proteina queda adsorbida, se incubd
posteriormente GST-Hsp90 N (9-236) no calentada y calentada en
ebullicion durante 5 minutos, se observd que al desnaturalizar mediante
calor, la chaperona pierde capacidad de union a la proteina Tau. Sin
embargo existia la posibilidad de que la union del anticuerpo con GST-
Hsp90 N (9-236) fuera la que se estaba perdiendo, debido a lo anterior el
calentar la proteina GST-Hsp90 N (9-236) a ebullicion el doble de tiempo,
es decir 10 minutos para asegurar la desnaturalizacién de la misma,
observandose que el anticuerpo mab (AC88) continuaba reconociendo a la
proteina, verificando que la estructura de GST-Hsp90 N (9-236) si participa

en su unioén con Tau.

Debido a las desventajas de la desnaturalizacion de proteinas en la técnica
de Far western blot, esta no se realiz6 para realizar la interaccion de GST-
Hsp90 N (9-236) con REST/NRSF ya que ambas presentan estructura
tridimensional definida. Por lo anterior se procedid directamente a realizar
la interaccion mediante la técnica de overlay utilizando como blanco a la
chaperona y como proteina presa a REST/NRSF, comprobando que existe

interaccion entre ambas proteinas.

Posteriormente a comprobar las interacciones de REST/NRSF y Tau con
GST-Hsp90 N (9-236), se realizaron ensayos de competencia. En los que
se utilizaron diferentes concentraciones de REST/NRSF y Tau, en una se
adiciond el doble de concentracion de una proteina y en otra se invirtieron
las concentraciones. Se observd que en ambas concentraciones de
proteinas la mayor intensidad se encontré en la union de la proteina rest,
lo cual sugiere que en estas condiciones parece ser la que presenta mayor
afinidad por la chaperona, sin embargo no son definitivos los resultados,
por lo que otros estudios son requeridos para poder determinar que
proteina presenta mayor afinidad por la chaperona. Ademas de que la
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hipotesis planteada es que tau fosforilada anormalmente presentaria mayor
afinidad que REST/NRSF por la chaperona, es posible que REST presente
mayor afinidad que tau no modificada y esta se invierta al hiperfosforilar

tau.

Para obtener la estructura de la proteina Tau 441 se realizé un alineamiento
de la secuencia insertada (Figura 18) en el plasmido tau/pet29b con el
algoritmo pBLAST (Figura 19) para asegurar que dicha secuencia
correspondia con la proteina Tau 441 isoforma 2 del NCBI obteniendo
identidad del 100% por lo que todos los aminoacidos de la proteina
insertada en el plasmido corresponde a la proteina depositada. Después
de comprobar la secuencia, se modelé mediante I-TASSER obteniéndose
5 estructuras, de las cuales se tomo la de mayor C-Score el cual fue =-0.72
(Figura 20), es necesario recalcar que existen casos en los que la
estructura de la proteina obtenida con mayor C-score puede no ser la
correcta, por lo que hay que recurrir a métodos de validacion como el
grafico de Ramachandran el cual nos indica las regiones permitidas en las
que puede encontrarse un determinado aminoacido de acuerdo a los
angulos de rotacién dados, para la obtencién de una mejor estructura fue
utilizado el algoritmo ModRefiner ya que en el modelo previo de la
estructura de la proteina en el grafico de Ramachandran se observaban
residuos en regiones no permitidas, después del refinamiento se aumentoé
el porcentaje de residuos en regiones permitidas en el grafico de
Ramachandran (Figura 21) mediante el servidor RAMPAGE. Para obtener
la estructura de la proteina Hsp90 N (9-236) se realizd un alineamiento de
la secuencia insertada (Figura 22) en el plasmido GST-Hsp90 N (9-236)/
pGEX-4T3 con el algoritmo pBLAST (Figura 23) para asegurar que dicha
secuencia correspondia con la proteina Hsp90 N (9-236) del NCBI
obteniendo identidad del 100% por lo que todos los aminoacidos de la
proteina insertada en el plasmido corresponde a la proteina depositada.
Después de comprobar la secuencia, se modelé mediante I-TASSER
obteniéndose 5 estructuras, de las cuales se tomo la de mayor C-Score el

cual fue = 1.14 (Figura 24), para la obtencion de una mejor estructura fue
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utilizado el algoritmo ModRefiner y fue validada usando el grafico de
Ramachandran (Figura 25) mediante el servidor RAMPAGE.

Las estructuras obtenidas de las proteinas Hsp90 N (9-236) y Tau 441 se
sometieron a docking proteina-proteina utilizando el servidor ClusPro 2.0,
la proteina Hsp90 N (9-236) se seleccioné como receptor y Tau 441 como
ligando de la proteina, de acuerdo a la interaccion determinada entre estas
dos proteinas mediante dispersién de angulo pequefio de rayos x (SAXS)
se ven favorecidas las interacciones hidrofobicas (Karagsz et al., 2014) , se
seleccionaron las 10 estructuras de las interacciones con los scores mas
altos (Figura 26) que correspondian a las favorecidas por hidrofobicidad de
acuerdo al servidor, observandose que de acuerdo a las caracteristicas de
ambas proteinas y al pequefio tamafno en este caso del N-terminal de
Hsp90 se pueden llevar a cabo interacciones en distintos sitios de la
estructura de la proteina Tau 441 (Figura 27). Un mejor refinamiento de la
estructura de la proteina Tau puede ser requerido debido a sus
caracteristicas de proteina intrinsecamente desordenada, posiblemente
utilizando dinamica podria ser factible, para este tipo de proteinas el campo
de fuerza que se ha utilizado es CHARMM 22* (Rauscher et al., 2015), por lo que
representa una buena opcion para el mejoramiento de la estructura de la

proteina Tau 441.
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e Se requiri6 de la modificacion de diferentes variables para la
sobreexpresion de las proteinas en estudio.

e Es necesario utilizar diferentes condiciones para realizar la
purificacion de las proteinas

e Las proteinas REST/NRSF y Tau interactuan directamente con el N-
terminal de la proteina Hsp90

e Se sugiere que la estructura del dominio N-terminal de Hsp90 es
necesario para que la interaccion con las proteinas

e La afinidad de REST/NRSF parece ser mayor que la de Tau por el
dominio N-terminal de Hsp90

e Diversos sitios entre la interaccidn de las proteinas Tau y el dominio

N-terminal de Hsp90 parecen ocurrir
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DETALLE DE PROCEDIMIENTOS

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

-Picar una colonia de una placa recién cultivada y transferirla a 300 ml de
medio LB, incubar a 37°C en agitacion hasta una D.O. de 0.6-0.7 a una

longitud de onda de 600 nm
-Transferir las células a tubos de polipropileno de 50 ml frios

-Recuperar las células centrifugando a 4000 rpm/10 min a 4°C en un rotor
sorvall JA-10

-Decantar el medio sobrenante de las pastillas
-Resuspender las células en CaCl20.1 M a 4°C

-Recuperar las células centrifugando a 4000 rpm/10 min a 4°C en un rotor
sorvall JA-10

-Resuspender cada pastilla en 2 ml de CaCl20.1 M mas 15% de glicerol frio

-Transferir a tubos eppendorf 150 ul la suspensién de células competentes

obtenidas

-Guardar las células en congelamiento a -80°C
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TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

-Descongelar una alicuota de células competentes en hielo

-Mezclar 50 ng de DNA cuantificado con 50 ul de la alicuota descongelada
-Incubar 10 minutos en hielo

-Calentar a 42°C durante 50 segundos

-Dejar en hielo 5 minutos

-Adicionar 1 ml de medio LB sin antibiotico e incubar durante 10 minutos

-Tomar una alicuota de 150 a 200 pl y espatular en una caja con agar LB

con antibiético de acuerdo al plasmido utilizado
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EXTRACCION DE DNA MEDIANTE MINIPREP

-Crecer una colonia en 10 ml de medio LB con el determinado antibiético

50-100 ug/ml segun el plasmido utilizado
-Incubar de 12 a 16 horas en agitacion
-Recolectar las células en 2 tubos eppendorf centrifugando 1min a 10000xg

-Resuspender las células con 350 pl de solucion STET, centrifugar 1min a

10000xg y retirar sobrenadante

-Resuspender las células con 350 pl de solucion STET, adicionar lisozima

10mg/ml en Tris base pH 8.0 e incubar 2 minutos a temperatura ambiente
-Colocar en un termoblock a 90°C durante un minuto

-Centrifugar 10 min 10000xg

-Retirar el pellet formado del fondo con un palillo de madera estéril

-Agregar 75 pl de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 250 pl de isopropanol e

incubar durante 10 min a temperatura ambiente

-Centrifugar 10000xg durante 10 minutos y desechar el sobrenadante
-Lavar con etanol al 70% con 1 ml

-Dejar evaporar el etanol y resuspender en agua inyectable 200 a 400 pl

-Verificar integridad mediante un gel de agarosa el 0.8%
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GEL SDS-PAGE (GELES DE AGAROSA A DIFERENTES PORCENTAUJES)

GEL SEPARADOR

7% 7.5% 10% 12%
Solucion | 4.5ml | 9ml | 4.5ml | 9ml | 4.5ml | 9ml | 4.5ml | 9ml
stock
Acrilamida | 1.05 | 21 [1.125| 225 | 15 3 1.8 3.6
Tris-Cl4X | 1125 | 2.25 | 1121 | 225 | 1125 | 2.25 | 1.125 | 2.25
pH 8.8
Agua 2325|465 | 225 | 45 |1.875| 3.75 | 1.575 | 3.15
destilada
Persulfato | 0.015 | 0.03 | 0.015 | 0.03 | 0.015 | 0.03 | 0.015 | 0.03
de amonio
TEMED | 0.003 | 0.006 | 0.003 | 0.006 | 0.003 | 0.006 | 0.003 | 0.006
GEL CONCENTRADOR
Solucién stock 1.5ml 3ml
Acrilamida 0.196 0.391
Tris-Cl 4X pH 6.8 0.377 0.753
Agua destilada 0.919 1.837
Persulfato de amonio 0.0075 0.0151
TEMED 0.0025 0.005
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236)

-Crecer durante 12-14 h una colonia de E.coli BL21 con el vector de
expresion GST-Hsp90 N (9-236)/ pGEX-4T3 un tubo con medio liquido LB

con ampicilina 100 pg/mi

-Verter el tubo a 500 ml de medio liquido LB en un matraz de con ampicilia
100 pg/ml

-Incubar en agitacion 200 rpm/min hasta una D.O. de 0.6-0.7 a 600nm

-Adicionar IPTG a una concentracién de 1mM para la induccién y agitar
durante 5h a 37 °C

-Verificar expresion empastillando 1 ml del cultivo inducido después de la
induccion resuspendido en 80 ul de buffer de muestra y cargando 20 pl en
un gel SDS-PAGE al 10 %

EXTRACCION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236)

-Recolectar el cultivo después de induccion centrifugando 4000xg 15 min a

4°C en tubos Falcon de 50 ml

-Por cada 50 ml de cultivo, adicionar 10 ml de buffer de lisis (lisozima 100
pg/ml, 50mM Tris HCI pH 7.4 triton 1% glicerol 10 %)

-Agitar 1 min en vortex e incubar en hielo durante 30 min
-Vaciar en alicuotas de 1 ml cada una y centrifugar 20000xg 15 min

-Recolectar sobrenadante y pasar por una membrana de 0.22 pym
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PURIFICACION DE LA PROTEINA HSP90 N (9-236)

-Posterior a la extraccion, montar una columna para purificar mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna con Glutation-Sepharosa

High Performance.

-Equilibrar la columna con 5 volumenes de buffer de union (PBS, pH 7.3
(140 mM NacCl, 2.7 mM KCI)

-Aplicar la muestra y recolectar en una alicuota para verificar union a la
resina mediante SDS-PAGE

-Lavar con 10 ml de buffer de union (PBS, pH 7.3 (140 mM NacCl, 2.7 mM
KCI) y recolectar en alicuotas de 500 ul cada una y verificar que no haya

eluciéon de la muestra mediante SDS-PAGE

-Eluir la muestra con 10 volumenes de buffer de elucién 50 mM Tris-HCI,
10 mM glutatién reducido, pH 8.0 y recolectar en alicuotas de 500 pl cada

una y verificar elucion de la muestra mediante SDS-PAGE
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA TAU 441

-Crecer durante 12-14 h una colonia de E.coli BL21 (DE3) con el vector de
expresion tau/pET29b un tubo con medio liquido LB con kanamicina 80

pg/ml

-Verter el tubo a 500 ml de medio liquido LB en un matraz de con

kanamicina 80 pg/ml
-Incubar en agitacion 200 rpm/min hasta una D.O. de 0.7-0.8 a 600nm

-Adicionar IPTG a una concentracion de 0.6 mM para la induccion y agitar
durante 3h a 37 °C

-Verificar expresion empastillando 1 ml del cultivo inducido después de la
induccion resuspendido en 80 ul de buffer de muestra y cargando 20 pl en
un gel SDS-PAGE al 10 %

EXTRACCION DE LA PROTEINA TAU 441

-Recolectar el cultivo después de induccion centrifugando 4000xg 15 min a

4°C en tubos Falcon de 50 ml

-Por cada 50 ml de cultivo, adicionar 1.5 ml de buffer de lisis (lisozima 100
pg/ml, 50mM Tris HCI pH 7.4 triton 1% glicerol 10 %)

-Agitar 1 min en vortex e incubar en hielo durante 30 min
-Calentar a ebullicién las alicuotas durante 20 min
-Vaciar en alicuotas de 1 ml cada una y centrifugar 20000xg 15 min

-Recolectar sobrenadante y pasar por una membrana de 0.22 pym
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PURIFICACION DE LA PROTEINA TAU 441

-Posterior a la extraccion, montar una columna para purificar mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna con Ni sepharosa High

Performance
-Lavar la columna con 5 volumenes de agua destilada

-Equilibrar la columna con 5 volumenes de buffer de union (20mM fosfato
de sodio, 0.5 M NaCl y 20 mM imidazol, pH 7.4)

-Aplicar la muestra y recolectar en una alicuota para verificar unién a la
resina mediante SDS-PAGE

-Lavar con 10 ml de buffer de unién (20mM fosfato de sodio, 0.5 M NaCl y
20 mM imidazol, pH 7.4) y recolectar en alicuotas de 500 ul cada una y

verificar que no haya elucion de la muestra mediante SDS-PAGE

-Eluir la muestra con 10 volumenes de buffer de elucion (20mM fosfato de
sodio, 0.5 M NaCl y 80 mM imidazol, pH 7.4) y recolectar en alicuotas de

500 ul cada una y verificar elucion de la muestra mediante SDS-PAGE

-Eluir la muestra con 10 volumenes de buffer de elucion (20mM fosfato de
sodio, 0.5 M NaCl y 250 mM imidazol, pH 7.4) y recolectar en alicuotas de

500 pl cada una y verificar elucion de la muestra mediante SDS-PAGE
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SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA REST/NRSF

-Crecer durante 12-14 h una colonia de E.coli BL21 (DE3) con el vector de
expresion PRJR1-REST un tubo con medio liquido LB con ampicilina 100
pg/ml

-Verter el tubo a 1L de medio liquido LB en un matraz de con ampicilina 100

pg/mi
-Incubar en agitacion 200 rpm/min hasta una D.O. de 0.8-0.9 a 600nm

-Adicionar IPTG a una concentracion de 1.2 mM para la induccion, y
adicionar ZnSO440uM, agitar durante 4h a 32 °C a 150 rpm.

-Verificar expresion empastillando 1 ml del cultivo inducido después de la
induccion resuspendido en 80 ul de buffer de muestra y cargando 20 pl en
un gel SDS-PAGE al 7 %

EXTRACCION DE LA PROTEINA REST/NRSF

-Recolectar el cultivo después de induccion centrifugando 4000xg 15 min a

4°C en tubos Falcon de 50 ml

-Por cada 50 ml de cultivo, adicionar 10 ml de buffer de lisis (lisozima 500
pg/ml, 10mM Tris HCI pH 8.0, glicerol 10 %)

-Agitar 1 min en vortex e incubar en hielo durante 30 min
-Vaciar en alicuotas de 1 ml cada una y centrifugar 20000xg 15 min
-Recolectar sobrenadante y pasar por una membrana de 0.22 pym

-Agregar urea a una concentracion final de 8 M
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PURIFICACION DE LA PROTEINA REST/NRSF

-Posterior a la extraccion, montar una columna para purificar mediante
cromatografia de afinidad utilizando una columna con Ni sepharosa High

Performance
-Lavar la columna con 5 volumenes de agua destilada

-Equilibrar la columna con 5 volumenes de buffer de union (20mM fosfato
de sodio, 0.5 M NaCl y 20 mM imidazol, pH 7.4)

-Aplicar la muestra y recolectar en una alicuota para verificar unién a la
resina mediante SDS-PAGE

-Lavar con 10 ml de buffer de unién (20mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NacCl
y 30 mM imidazol) y recolectar en alicuotas de 500 ul cada una y verificar

qgue no haya elucion de la muestra mediante SDS-PAGE

-Eluir la muestra con 10 volumenes de buffer de elucion (20mM Tris-HCI
pH 8.0, 150 mM NaCl y 80 mM imidazol) y recolectar en alicuotas de 500

Ml cada una vy verificar elucién de la muestra mediante SDS-PAGE

-Eluir la muestra con 10 volumenes de buffer de elucion (20mM Tris-HCI
pH 8.0, 150 mM NaCl y 250 mM imidazol) y recolectar en alicuotas de 500

Ml cada una vy verificar elucién de la muestra mediante SDS-PAGE
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WESTERN BLOT PROTEINA HSP90 N (9-236)

-Realizar la transferencia semi-seca de un gel SDS-PAGE al 10 % a un

voltaje de 13 volts durante 35 minutos a una membrana de nitrocelulosa
-Verificar la transferencia mediante la tinciéon con rojo de Ponceau

-Bloguear la membrana con una solucién de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con el anticuerpo primario mab (AC88) dilucion 1:500 en buffer

TBST durante 2h a temperatura ambiente en agitaciéon
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1Xy retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol

WESTERN BLOT PROTEINA TAU

-Realizar la transferencia semi-seca de un gel SDS-PAGE al 10 % a un

voltaje de 13 volts durante 35 minutos a una membrana de nitrocelulosa
-Verificar la transferencia mediante la tincidon con rojo de Ponceau

-Bloquear la membrana con una solucién de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con el anticuerpo primario Tau (A-10) en buffer TBST dilucion

1:1000 durante 2h a temperatura ambiente en agitacion

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno
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-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1Xy retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol

WESTERN BLOT PROTEINA REST/NRSF

-Realizar la transferencia semi-seca de un gel SDS-PAGE al 7 % a un

voltaje de 13 volts durante 35 minutos a una membrana de nitrocelulosa
-Verificar la transferencia mediante la tincién con rojo de Ponceau

-Bloquear la membrana con una solucién de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con el anticuerpo primario Anti-REST en buffer TBST dilucion

1:500 durante 2h a temperatura ambiente en agitacion
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-rabbit-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1X y retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol
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INTERACCION DE PROTEINAS HSP90 N (9-236) Y TAU 441 MEDIANTE
FAR WESTERN BLOT

-Realizar la transferencia de la proteina Tau 441 semi-seca de un gel SDS-
PAGE al 7 % a un voltaje de 13 volts durante 35 minutos a una membrana

de nitrocelulosa
-Verificar la transferencia mediante la tinciéon con rojo de Ponceau

-Bloguear la membrana con una solucion de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con la proteina Hsp90 N (9-236) 10ug/ml en buffer TBST durante

toda la noche
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo primario mab (AC88) dilucion 1:500 en buffer

TBST durante 2h a temperatura ambiente en agitacion
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1Xy retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol
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INTERACCION DE PROTEINAS HSP90 N (9-236) Y TAU 441 MEDIANTE
OVERLAY

-Adicionar sobre una membrana de nitrocelulosa 10 ug de proteina Hsp90
N (9-236) purificada

-Bloquear la membrana con una solucién de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con la proteina Tau 441 10ug/ml en buffer TBST durante toda la

noche
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo primario Tau (A-10) en buffer TBST dilucion

1:1000 durante 2h a temperatura ambiente en agitacion
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1X y retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol
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INTERACCION DE PROTEINAS HSP90 N (9-236) Y REST/NRSF MEDIANTE
OVERLAY

-Adicionar sobre una membrana de nitrocelulosa 10 ug de proteina Hsp90
N (9-236) purificada

-Bloguear la membrana con una solucién de leche en polvo al 20% durante
una hora en buffer TBST

-Incubar con la proteina REST/NRSF 10ug/ml en buffer TBST durante toda

la noche
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo primario Anti-REST en buffer TBST dilucion

1:500 durante 2h a temperatura ambiente en agitacion
-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Incubar con el anticuerpo secundario bovine anti-rabbit-HRP en buffer
TBST dilucion 1:10000 1h

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno

-Adicionar PBS1Xy retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol
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COMPETENCIA DE INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS TAU 441 Y
CON REST/NRSF POR LA PROTEINA HSP90 N (9-236) MEDIANTE
ENSAYO DE OVERLAY

-Adicionar sobre 4 membranas de nitrocelulosa 10 ug de proteina Hsp90 N
(9-236) purificada

-Bloquear las membranas con una solucién de leche en polvo al 20%

durante una hora en buffer TBST

-Incubar 2 membranas con las proteinas purificadas Tau y REST/NRSF
concentracion 2:1 (20pg/ml de Tau:10pg/ml de REST/NRSF) en buffer
TBST toda la noche

-Incubar 2 membranas con las proteinas purificadas Tau y REST/NRSF
concentracion 1:2 (10ug/ml de Tau: 20ug/ml de REST/NRSF) en buffer

TBST toda la noche a temperatura ambiente en agitacion

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno a cada una de las 4

membranas

-Adicionar los anticuerpos Tau (A-10) dilucién 1:1000 a una membrana con
concentracion de proteina 2:1 (20pg/ml de Tau:10pg/ml de REST/NRSF) y
el anticuerpo Anti-REST dilucién 1:500 a la segunda membrana de las

mismas condiciones, incubar 2h a temperatura ambiente en agitacion

- Adicionar los anticuerpos Tau (A-10) dilucion 1:1000 a una membrana con
concentracion de proteina 1:2 (10ug/ml de Tau: 20ug/ml de REST/NRSF)
y el anticuerpo Anti-REST dilucion 1:500 a la segunda membrana de las

mismas condicione, incubar 2h a temperatura ambiente en agitacion

-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno a cada una de las 4

membranas

-Adicionar el anticuerpo secundario bovine anti-mouse-HRP 1:10000 para
las membranas con anticuerpo Tau (A-10) y bovine anti-rabbit-HRP
1:10000 para las membranas con anticuerpo Anti-REST, incubar 1h a

temperatura ambiente en agitacion
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-Realizar 3 lavados con buffer TBST 10 min cada uno a cada una de las 4

membranas

-Adicionar PBS1Xy retirar, revelar la membrana con reactivo Luminol
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