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1. ABSTRACT

Alzheimer’s disease is the most common type of dementia in the human elderly. The loss
of functional properties and abnormal aggregation of Tau into the cytoplasmic space of
neurons of the cerebral cortex are two key factors associated with cell death and the
onset of this neurodegenerative disorder. Tau undergoes some abnormal
posttranslational modifications such as hyperphosphorylation and proteolytic cleavage
that affect its functional activities, subcellular localization, induce its aggregation and
cause toxicity. Recently, a novel caspase-2 dependent cleavage of Tau at aspartic acid
314 (D314) has been described, producing two fragments which are referred to as Tau
1-314 and Tau 315-441. Interestingly, in neuroblastoma cells the exogenous expression
and distribution of Tau 315-441 was observed not only in the cytoplasm, but also invading
the nuclear compartment, which may produce pathologic effects on the cell functioning.
The aim of this study is to analyze the pathologic consequences of the expression of
caspase-2-produced Tau-fragments on gene-transcription of undifferentiated
neuroblastoma cells (SH-SY5Y) by analyzing their transcriptome, as well as the
morphological alterations that may be produced in these cells. To reach this aim, for the
transcriptome analysis of Tau-expressing cells we will use a microarray platform from
Affimetrix. By using this approach we will be able to analyze metabolic pathways that may
be affected under the expression of distinct truncated-Tau variants. From the Tau 315-
441 fragment, we will also prepare several recombinants carrying a reconstructed N-
terminus that under their expression in the same cell context we will determine which

inserted-N-terminus domains will avoid the transport of Tau to the nucleus. Morphological



analysis of Tau-expressing cells will be conducted by immunofluorescence and confocal

microscopy

Key words: Alzheimer, Tau protein, Caspase-2, Tau truncation, transcriptome



2. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia en el humano
de edad avanzada. La pérdida funcional y agregacion anormal de la proteina Tau dentro
del espacio citoplasmico de las neuronas de la corteza cerebral, son factores que se han
asociado estrechamente con la muerte neuronal y el establecimiento de este proceso
neurodegenerativo. Tau sufre de ciertas modificaciones postraduccionales anormales
como hiperfosforilacién y cortes proteoliticos que conllevan a su alteracion funcional,
cambios en su localizacién subcelular, agregacion y toxicidad. Recientemente se ha
identificado un nuevo corte proteolitico por caspasa-2 en el acido aspartico 314 (D314)
de la molécula de Tau, que produce los fragmentos Tau 1-314 y Tau 315-441. De manera
interesante, en células de neuroblastoma se encontré que la expresion del fragmento
Tau 315-441 se distribuyé en el citoplasma, pero también invadié el compartimento
nuclear, con lo cual suponemos que esta accion podria tener un significado patolégico a
nivel celular. El propdsito de este estudio es analizar los efectos que la expresion de
estos fragmentos de Tau podria tener sobre la transcripcion de genes, evaluando el
transcriptoma de células de neuroblastoma humano no diferenciadas (SH-SY5Y), asi
como los cambios morfolégicos que puedan ocurrir en dichas células. Para cumplir
nuestro objetivo, el analisis del transcriptoma de células expresando a las variantes de
Tau se realizara con una plataforma de microarreglos de affymetrix. Con este abordaje
se podra analizar qué rutas bioldgicas podrian estar siendo afectadas bajo la accion de
estas especies truncadas. También se realizaran diversas recombinantes para
reconstruir el amino terminal de Tau 315-441, y bajo su expresion en las mismas células
se evaluara qué segmentos insertados impedirian su ingreso al compartimento nuclear.
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La caracterizacion morfologica de las células bajo la expresion de los distintos

fragmentos de Tau se realizara por inmunofluorescencia y microscopia confocal.



3. INTRODUCCION

1.1 LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia, un término

asociado a la pérdida de memoria y habilidades cognitivas, con un 60-80% de los casos

a nivel mundial presentando esta enfermedad. Actualmente, mas de 50 millones de

personas viven con demencia y este numero se duplica cada 20 afios (Alzheimer’'s

Disease International) (Figura 1).
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A nivel anatomico, la demencia de tipo EA se debe a la muerte selectiva de ciertas

poblaciones neuronales del hipocampo, corteza entorrinal, amigdala y la corteza cerebral

(Arriagada et al., 1992) (Figura 2).
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Figura 2. Acumulacién de Marafias Neurofibrilares. Representacion
esquematica de la distribucién y densidad de las marafias neurofibrilares en
pacientes con mas de 5 afios de evolucion de la EA (Arriagada et al., 1992).

En las neuronas afectadas en la EA se presenta una autoagregacion anormal de la
proteina Tau, formando polimeros intracelulares anormales denominados filamentos
helicoidales apareados (FHAS). La ultraestructura detallada y precisa de estos filamentos
es todavia motivo de analisis; sin embargo, se sabe que la autoagregacion de Tau
comienza por la unién anormal de sus dominios repetidos del extremo carboxilo terminal,
lo cual es mediado especificamente por la presencia de ciertas secuencias de

hexapéptidos (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la molécula de Tau. Los dominios repetidos de la
molécula de Tau se indican con numeros, y en rojo se resalta la presencia de los
motivos de hexapéptidos que son criticos para la asociacion y autoagregacion de
Tau en forma de FHAs (Mandelkow, 2007).
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La asociacion hidrofébica de los mencionados motivos favorece la aparicion de una
estructura de lamina B-antiparalela, la cual forma la parte central de los FHAs. Durante
esta agregacion, los extremos amino y carboxilo terminal quedan flanqueando al exterior
del nucleo del FHA y estos extremos son la parte mas expuesta de la molécula a sufrir
un procesamiento postraduccional variable durante la evolucién de la EA (Mandelkow,

2007) (Figura 4).

Figura 4. Filamentos Helicoidales Apareados (FHAs). Micrografias
electronicas de FHAs nativos aislados del cerebro de un paciente que fallecio por
la EA (izquierda), y filamentos ensamblados in vitro (derecha) utilizando la
molécula de Tau recombinante que se obtiene por expresion y purificacién en
células procariotas (Mandelkow, 2007).

Cuando los FHAs se acumulan en gran cantidad en el citoplasma, se forman
agregados masivos de estos, formando las marafias neurofibrilares (MNFs). Estas son
lesiones cerebrales fibrilares caracteristicas de la EA y se reconocen bajo el microscopio
como estructuras con forma de flama por medio de técnicas histolégicas y de
inmunomarcaje (Figura. 4). Con base en estas estructuras en el cerebro, se encontré

gue la severidad clinica de la demencia de tipo EA correlaciona positivamente con el
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numero de MNFs, apareciendo organizadamente en la corteza entorrinal, hipocampo y
amigdala en las etapas tempranas, pero colonizando la neocorteza cerebral en etapas

mas avanzadas de este padecimiento (Arriagada et al.,1992) (Figura 5).
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Figura 5. Marafias Neurofibrilares. La flecha negra sefiala a una MNF con su
tipica forma de flama, revelada por la técnica de inmunohistoquimica bajo
microscopia de campo claro (Binder, 2005).

Con base en el numero de MNFs en el parénquima cerebral, se establecio la evolucién
neuropatolégica de la EA como un criterio de diagnéstico postmortem confirmatorio de
haber padecido en vida de la EA. Dependiendo de su localizacién y niumero en las
subregiones anteriormente mencionadas, la progresibn neuropatolégica de la
enfermedad se correlaciond con los sintomas clinicos del paciente antes de su muerte.
Este diagndstico neuropatoldgico se conoce como “Estadios de Braak”, dividiéndose en
6 etapas: | y Il de una EA incipiente, son etapas parecidas al envejecimiento normal con
un numero limitado de las MNF en la corteza entorrinal. Il y IV, las MNF aparecen en el

hipocampo y esto se correlaciona con la aparicion de sintomas clinicos iniciales e
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intermedios de la EA. V y VI, las MNF alcanzan la neocorteza cerebral y se presenta una
demencia severa (Braak & Braak, 1991). Lamentablemente, esta evaluacion es el Unico
estudio confiable para determinar el estadio de la EA; no obstante, en los dltimos afios
se han propuesto otros métodos no invasivos para determinar la severidad de la
enfermedad a través de imagenologia mas resolutiva, la cual ayudara a precisar mejor
los diagndsticos en vida y proponer un mejor tratamiento a los pacientes dependiendo

del estadio de desarrollo en el que se encuentren.

1.2 ESTRUCTURA DE LA PROTEINA TAU

La proteina Tau, que pertenece a la familia de las MAPs (proteinas asociadas a
microtubulos), es codificada en el humano por un gen de 16 exones (MAPT) ubicado en
el cromosoma 17g21. Debido al splicing alternativo de los exones 2, 3y 10, se producen
6 isoformas maduras de la proteina en el Sistema Nervioso Central (SNC). Los exones
2 y 3 codifican dos insertos en el extremo amino-terminal, mientras que el exon 10
codifica para un dominio repetido de union a microtubulos (Pirgscoveanu, 2017) (Figura
6). En condiciones normales, la proteina se localiza en los axones de las neuronas unida
a los microtubulos para proporcionar estabilidad a estas estructuras de soporte (Binder

et al., 1985).
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Figura 6. Gen de Tau. Las seis diferentes isoformas de Tau se presentan en el
SNC adulto, mientras que, en etapa fetal, solo se presenta la isoforma mas
pequefa por la pérdida de los exones 2, 3y 10 (Pirgscoveanu, 2017).

1.3 HIPERFOSFORILACION DE LA PROTEINA TAU

Aungue no se conoce el mecanismo por el cual Tau deja de ser una proteina funcional
y termina autoensambldndose anormalmente, se ha propuesto que son diversas
modificaciones postraduccionales que convierten a esta proteina en una entidad no
funcional que pierde su capacidad de asociarse a los microtubulos de los axones. A pesar
de que Tau puede sufrir multiples modificaciones postraduccionales como glicosilacion,
glicacién, acetilacion, ubiquitinacion, etc., la funcibn de la proteina se regula
principalmente por su nivel de fosforilacion en diversos residuos de Serina, Treonina y
Tirosina a lo largo de su estructura. La fosforilacion en estos residuos regula
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negativamente la unién de Tau a los microtibulos, permitiendo un mecanismo dinamico
para el ensamblaje y remodelacion de estos elementos subcelulares. Se ha identificado
un alto namero de residuos fosforilables de Tau en la EA, que cuando son procesados
por diversas cinasas, no sélo se produce una pérdida en la afinidad por los microtubulos,
sino que esta proteina tiende a redistribuirse al soma neuronal y es alli donde se agrega

en forma de FHAs y MNFs (Arendt et al., 2016; Hefti et al., 2019) (Figura 7).
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Figura 7. Hiperfosforilacion de Tau. La formacion de FHAs y MNFs esta
asociada a la Hiperfosforilacién de Tau, modificacion que promueve la pérdida de
afinidad por los microtibulos y promueve su agregacién anormal en el soma
neuronal (Obtenido de Neural Regeneration Research).

Alternativamente, se ha propuesto que al dejar de funcionar normalmente, la proteina
Tau también puede estar sujeta a otras modificaciones postraduccionales que la
procesan anormalmente y complementan su alteracién estructural y funcional. Al
hiperfosforilarse, la proteina Tau puede sufrir de cambios conformacionales en su
estructura (Garcia-Sierra et al., 2003) que la hacen mas susceptible para ser procesada
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proteoliticamente por distintos sistemas de eliminaciéon de moléculas mal plegadas y
anormalmente funcionales en el citoplasma. Se sabe que Tau puede ser ubiquitinada y
aungue no se conoce el mecanismo completamente, se piensa que es procesada por el
sistema Ubiquitina-proteosoma (UPS) (Tang et al., 2019) y también por degradacién del

sistema Autofagia-lisosoma (ALP) (Lee et al., 2013).

1.4 SISTEMA UBIQUITINA-PROTEOSOMA Y LA DEGRADACION DE TAU

La degradacion de las proteinas celulares, incluida la proteina Tau, puede ocurrir en
diferentes compartimentos celulares desde el citoplasma, membrana, lisosomas, reticulo
endoplasmatico, etc. Sin embargo, la mayoria de la degradacion se lleva a cabo en el
citoplasma, especificamente en el sistema UPS (Zhang et al., 2017). El UPS requiere de
la participacion de la subunidad proteosomal 26S dependiente de ATP y del marcaje por
ubiquitinacién de las proteinas blanco para ser degradadas. La ubiquitina es una proteina
conservada de 76 aminoacidos que se une covalentemente a la proteina diana. Esta
unién requiere de la activacion de la ubiquitina por las enzimas E1, dependientes de ATP,
el acarreamiento por las proteinas E2, y finalmente la unidn ubiquitina-proteina por las
proteinas E3. En esta interaccion, se forma un enlace peptidico entre la glicina carboxilo-
terminal de la ubiquitina y una lisina de la proteina a degradar. De la misma forma, un
enlace peptidico se puede generar entre diferentes moléculas de ubiquitina, formando

cadenas laterales de poliubiquitina (Figura 8).
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Figura 8. La ruta de ubiquitinacion. La ubiquitina es activada por la enzima E1,
transferida a la enzima E2 y finalmente transferida a la proteina blanco mediante
una enzima especifica E3. Mediante este proceso se puede generar una
poliubiquitinaciéon, que es la marca-sefial de degradacion terminal que ocurre en
el proteosoma (Nandi et al., 2006).

Dependiendo del residuo de lisina donde ocurre la ramificacién de poliubiquitinacion,
se determina el tipo de procesamiento proteosomal o si se dirige a otro tipo de
degradacion. La poliubiquitinacion ramificando a partir de Lys-48 y Lys-29, es reconocida
para su degradacion por el proteosoma; mientras que otras cadenas de ubiquitina unidas
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en diferentes lisinas, son marcadores de reparacion celular, activaciéon de factores de
transcripcion, etc. (Nandi et al., 2006). A pesar de que el marcaje de ubiquitina es
importante para el reconocimiento del UPS, el proteosoma 20S no puede degradar
proteinas ubiquitinizadas. Por ello se requiere de la uniéon a un complejo proteico 19S
llamado PA700. Este complejo contiene subunidades con diferentes actividades como
ATPasa, union a ubiquitina, desubiquitinacion, chaperonas reversas, etc. La unién del
proteosoma 20S y de PA700 forman la version madura del proteosoma 26S, el cual se

encarga de la degradacion de las proteinas en el UPS (Nandi et al., 2006).

La degradacion de la proteina Tau en condiciones normales se lleva a cabo en el UPS.
Si hay cambios conformacionales cambia el sistema de degradacion. Si la proteina se
encuentra soluble y en exceso, es degradada por el UPS. Este es el sistema mas
eficiente de eliminacion cuando la proteina Tau se encuentra en forma monomerica. Sin
embargo, cuando la proteina Tau se agrega, esta no puede ser procesada terminalmente
por el sistema UPS y se activa la macroautofagia como mecanismo alterno que intenta

llevar a cabo la degradacion proteica (Jan Lee et al., 2013).

Se ha propuesto que la desregulacion y pérdida de eficiencia del sistema UPS es un
factor importante en el establecimiento y desarrollo de algunas las enfermedades
neurodegenerativas como la EA. Cuando Tau debe ser eliminada del citoplasma de
manera normal, su degradacion se lleva a cabo a través de la formacion de cadenas de
poliubiquitina en los residuos Lys-254, Lys-257, Lys-311 y Lys-317, que conlleva a la
localizacion de la proteina Tau en el proteosoma 26S. Sin embargo, en la EA hay una
alteracion en la activacion y ligacién de la ubiquitina (afectacion de E1 y E2),

disfuncionalidad de las deubiquitinasas por oxidacién y acumulacién de ubiquitina
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mutada que producen a una alteracion y afectacion de las subunidades del proteosoma

(Zhang et al., 2017).

Debido a la desregulacion de los mecanismos de degradacion proteica en el cerebro
de pacientes afectados con la EA, existe controversia si Tau no es completamente
reciclada y procesada en la neurona, teniendo como consecuencia que una proteolisis
parcial de la misma favorezca su agregacion y toxicidad dentro de la neurona. Nuestro
grupo de investigacion al analizar el tejido cerebral de pacientes que padecieron de la
EA, encontré que en el 30% de las MNFs la proteina Tau se encuentra ubiquitinada
(Garcia-Sierra et al., 2012). Al analizar a Tau bajo esta modificacion, se observd que
diversas especies de esta molécula se asociaban con un nivel elevado de ubiquitinacion:
la proteina completa, la proteina fosforilada en diversos residuos y la variante truncada
en D421 (Tau-421), que aparece en etapas iniciales e intermedias en este padecimiento.
La especie truncada en E391 de aparicion avanzada en la EA, no parece ser blanco de
ubiquitinacion. Con estos datos se concluyé que la proteina Tau es blanco de
ubiquitinacion en las etapas tempranas e intermedias de la enfermedad, y que esta
modificacion ocurriendo en las formas agregadas de la proteina, es el resultado de una
ineficiente degradacion de esta molécula por el sistema UPS (Garcia-Sierra et al., 2012)

(Figura 9).

19



Figura 9. Colocalizacién de ubiquitina con la proteina Tau. Marcaje doble de
inmunofluorescencia y microscopia confocal, para observar los patrones de
colocalizacién de ubiquitina y Tau en las marafias neurofibrilares. A-C) Se
observa colocalizacion (marcada por las flechas) entre ubiquitina y Tau. Los
anticuerpos usados para Tau, corresponden a Tau truncada en D421, Tau
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fosforilada en Ser-396, -404 y Tau con el extremo carboxilo terminal intacto. Estos
anticuerpos son: Tau-C3, PHF1 y Tau 46.1, respectivamente. D) No se observa
colocalizacién entre la especie truncada de Tau en E391 (reconocida por el
anticuerpo MN423) y ubiquitina (Garcia-Sierra et al., 2012).

Bajo el mismo tipo de andlisis, nuestro grupo encontré una asociacion entre un alto
nivel de ubiquitinacién de Tau con respecto a la facultad de esta proteina a desarrollar
cambios conformacionales, que se han descrito en las etapas tempranas de la EA.
Cuando la molécula de Tau madura y desarrolla cambios conformacionales tardios,
involucrando el plegamiento extremo del amino terminal sobre la zona de dominios
repetidos, el nivel de ubiquitinacion es muy limitado. Esto se puede deber a que la regiéon
rica en prolinas de la proteina (aminoacidos 155-244) se une a su tercer dominio repetido
de union a microtubulos, evitando asi el acceso de las enzimas ligadas a la ubiquitinaciéon

de Tau (Ibarra-Bracamontes et al., 2020) (Figura 10).
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Figura 10. Modificaciones postraduccionales de la proteina Tau durante la
evolucion de la EA. En las etapas tempranas de la EA, la proteina Tau se
encuentra hiperfosforilada y ubiquitinada. Sin embargo, como progresa la EA, la
proteina sufre de cambios conformacionales y/o truncaciones que conllevan a la
pérdida u ocultamiento de los sitios de fosforilacion y ubiquitinacion. (lbarra-
Bracamontes et al., 2020).

Ademés del UPS, existen otros mecanismos de degradacion de la proteina Tau. La
degradacion por macroautofagia que, a pesar de no ser la forma candnica de
degradacion de los mondmeros de Tau, se ha visto que puede degradar hasta cierto
punto los agregados de Tau (Zhang et al., 2017). En la EA se ha observado una
acumulacion de autofagosomas y de autolisomas, lo cual se ha asociado a una
desregulacion del proceso de autofagia, puesto que se ha encontrado un impedimento

de la degradacién en estas vesiculas (Jan Lee et al., 2013).
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No solo los sistemas de degradacidn proteinas, mencionados anteriormente, son los
responsables de proteolizar a la proteina Tau en la EA. Se ha encontrado que diversas
enzimas con actividad proteolitica pueden cortar a la proteina Tau en las diferentes
etapas de la EA, entre las que se encuentran catepsinas, calpainas y caspasas. Nuestro
grupo de investigacion se ha enfocado en estudiar el papel neuropatoldgico de diversas
especies truncadas de Tau y sus posibles mecanismos de citotoxicidad.
Coincidentemente, diversos grupos evidenciaron que en el tejido cerebral proveniente de
pacientes con la EA se presentaron diversos marcadores de muerte celular programada
(apoptosis) describiendo neuronas con nucleos apoptoticos y elevacion en la expresion

de diversas caspasas (Raina et al., 2001).

1.5 CASPASAS Y TRUNCACIONES DE LA PROTEINA TAU

Las caspasas juegan un papel importante como moléculas reguladoras de la
induccion, transduccion y amplificacion de las sefiales apoptéticas dentro de la célula
durante el desarrollo y control de algunos procesos fisiologicos como la inflamacion (Fan
et al., 2005). Son una familia de catorce enzimas de tipo cistein proteasas que cortan
especificamente en residuos de &cido aspartico. Su sitio de activacion es un
pentapéptido conservado y sus precursores son zimogenos nombrados procaspasas.
Estas enzimas se dividen en subfamilias dependiendo de su funcion. Las caspasas con
prodominios largos, localizados en el extremo amino terminal, se encargan de procesos
inflamatorios o de ser iniciadoras de la cascada apoptética, debido a que los dominios
largos contienen motivos como “Death Effector Domain” (DED) o “Caspase Recruitment

Domain” (CARD), lo que les permite interactuar con otras proteinas de sefalizacion. Por
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su parte, las caspasas con prodominios cortos, son las efectoras de la cascada
apoptética y procesamiento proteolitico de diversos sustratos. Todas las procaspasas se
activan por la escision de sus prodominios y la dimerizacion de sus subunidades (Orzaez
et al., 2009) (Figura 11).

A) INFLAMMATORY CASPASES (1, 4, 5, 11, 12, 13 and 14)
NH,~{CARD HE I - COOH

INITIATOR CASPASES
NH2 1 CARDJ# _ COOH casPase 2and9
NH,{ DED H DED HE S HIEE COOH Caspase 8 and 10

EXECUTOR CASPASES (3, 6 and 7)
NH,— s IR - C OOH

: Large catalytic subunit
[l Small catalytic subunit

[ ]Pro-domain
B) b o
Pro-caspase Tl S Z
NH,-{ H B COOH
lProcessing
—e—
——
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Figura 11. Estructura de las Subfamilias de caspasas. A) Estructura de las
tres subfamilias de caspasas. El dominio animo terminal CARD de las caspasas
inflamatorias es reconocido en la activacion de los inflamosomas, conllevando al
corte de la procaspasa y su activacion. Las caspasas iniciadoras 2, 8 y 10
requieren de sefializacion por el complejo de sefiales que induce la muerte
(DISC); mientras que la caspasa-9 se activa por una cascada de sefalizacion de
la mitocondria inducida por estrés. Las caspasas 3, 6 y 7 son factores importantes
en la ejecucion de la apoptosis rio abajo. B) Mecanismo de escision y activacion
de las caspasas. La activacion de las caspasas requiere de la proteolisis de sus
extremos amino y carboxilo terminal, ademéas de la unidn de sus unidades
cataliticas y homodimerizacion (Orzaez et al., 2009).

En los cerebros de pacientes con la EA, a través de la medicién de los niveles de

proteina y de RNA mensajeros se ha encontrado una elevada expresion de diversas
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caspasas, incluyendo las caspasas 3, 7, y 6, (LeBlanc et al., 1999; Zhang et al., 2000;
Guo et al., 2004). Esto ha dado la pauta para investigar cual es la relacion entre estas

enzimas proteoliticas y el desarrollo de la EA.

El grupo del Dr. Binder en Chicago, se dedic6 a investigar la relacién patoldgica entre
Tau y la actividad de caspasas, encontrando que Tau es un sustrato putativo para la
accion de estas enzimas, al poseer varios sitios canonicos de corte por estas enzimas,
particularmente la caspasa-3 (Gamblin et al., 2003). Se encontrd in vitro que varias
caspasas podrian cortar a Tau en la posicion del acido aspartico-421 (D421), pero la
enzima mas eficiente en hacerlo fue la caspasa-3. Para comprobar que la caspasa-3
generaba este corte especificamente, se produjo un anticuerpo que reconoce al extremo
carboxilo de Tau terminando en D421. Dicho anticuerpo monoclonal fue denominado
Tau-C3, por ser esta enzima la encargada de cortar a la molécula de Tau (Gamblin et
al., 2003) (Figural2) y fue utilizado para la demostracion de este evento en diversos

modelos de estudio.
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Nuestro grupo de investigacion y el del Dr. Binder se dedicaron a buscar si

efectivamente la especie truncada de Tau existia en el cerebro de sujetos con la EA 'y
utilizando el anticuerpo monoclonal Tau-C3 se confirmd que esta molécula truncada

formaba parte de las estructuras fibrilares anormales y se presentaba en gran proporcion
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en etapas tempranas en el desarrollo de las manifestaciones clinicas y neuropatolégicas
de la EA (Basurto-Islas et al., 2008; Jarero-Basulto et al., 2013). Con esta evidencia se
tratd de entender si la truncacion de Tau en este sitio favorecia su agregacién, para lo
cual el grupo del Dr. Binder encontro el dato in vitro, al demostrar que la especie truncada
de Tau en D421, que mantiene su amino intacto (Tau 1-421), tenia propiedades de
agregacion incrementadas por encima de la molécula completa de Tau (Tau nativa de

441 aminoacidos) (Gamblin et al., 2003, Gamblin et al., 2003) (Figura 13).
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Figura 13. El corte de Tau en D421 incrementa la agregacion de la proteina.
A) Cinética de polimerizacion de Tau 1-421 in vitro. La polimerizacion de las
moléculas de Tau se indujo por la presencia de acido araquidénico (Carmel et al.,
1996). Se observé una mayor polimerizacion del fragmento Tau 1-421, con
respecto a la recombinante de Tau intacta (Gamblin et al., 2003).
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Con esto, se supuso que, al presentarse dicho corte en la molécula, se incrementaria
su propiedad anormal de autoagregacion y formacion de MNFs en el parénquima
cerebral de sujetos con la EA. Nuestro grupo de investigacion y otros mas han
encontrado en las MNFs del tejido cerebral de pacientes con la EA, la presencia del
fragmento Tau D421 y se estableci6 la relacion de aparicién de este fragmento truncado,
con la temporalidad de la EA. En el esquema de progresion de la agregacion de Tau en
la MNFs, se encontr6 que la molécula truncada de Tau en D421 aparecid mas
tempranamente y en asociacién con otras moléculas intactas de esta proteina en las
MNFs. La otra especie truncada de Tau terminando en el E391 (corte descrito
previamente, pero no definida la enzima que lo produce) aparecio en las etapas tardias
y en esas MNFs no se encontraron moléculas intactas de Tau (Figuras 14 y 15). Esto
sugiere que los cortes en la proteina Tau siguen un orden de aparicion y de distribucion

durante la evolucion de la EA (Basurto-Islas et al., 2008).
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Figura 14. Marafias neurofibrilares tempranas y su asociacion con Tau D421.
A) La molécula truncada de Tau en D421 colocalizdé con otros epitopes de la
molécula intacta de Tau —incluida la fosforilacion— en las MNFs de aparicion
temprana (a, d, g). El anticuerpo Tau-C3 reconoce a Tau truncada en D421, el
anticuerpo Tau-46.1 reconoce el extremo carboxilo intacto de la molécula de Tau.
El anticuerpo anti-pSer-422 reconoce a Tau fosforilada en Ser 422. B) Diagrama
de la proteina Tau con sus epitopos de reconocimiento y sus interacciones en las
MNFs tempranas (Basurto-Islas et al., 2008).
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Figura 15. Marafias neurofibrilares maduras y su asociacién con Tau E391.
A) En las mismas condiciones experimentales descritas en la Figura 14, se
encontré que el fragmento de Tau 1-391 no colocalizé con moléculas de Tau que
tuvieran su extremo carboxilo intacto (d-i), al no ser positivas al anticuerpo Tau-
46.1. EIl anticuerpo MN423 reconoce a la especie truncada de Tau en E391, el
anticuerpo pSer-422 reconoce a Tau fosforilada en Ser 422. Este ultimo si
colocaliz6 en las mismas MNFs con moléculas de Tau truncadas en E391 (a-c),
lo que indica una naturaleza quimérica de estas MNFs, al contener especies
diferentes de Tau con diverso grado de protedlisis del carboxilo terminal. B)
Diagrama de las asociaciones encontradas para la variante de Tau truncada en
E391 (Basurto-Islas et al., 2008).
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Tratando de contribuir en la definicion del significado patolégico de esta truncacion,
otros grupos han utilizado modelos celulares in vitro, donde han expresado a la proteina
Tau intacta y a su variante truncada en D421 en células neuronales y no-neuronales
(Fasulo et al., 2000). Los resultados han sido contradictorios y al inicio se encontré que,
al expresarse esta molécula truncada en neuronas, ésta era muy téxica y producia
muerte neuronal por apoptosis. Dichos hallazgos han sido cuestionados por mas grupos,
incluyendo el nuestro, debido a que en diversos sistemas de células cultivadas in vitro,
la expresiony toxicidad de Tau truncada en el D421, no exactamente lleva a una muerte
inmediata; mas bien, hemos encontrado que se presentan dafios mas sutiles, pero no
menos patolégicos, sobre la organizacion estructural y funcional del citoesqueleto y
diversos compartimentos membranosos (Monroy-Ramirez., 2013; Torres-Cruz et al.,
2016; Rodriguez-Cruz et al., 2018) (Figura 16), que podrian corresponder y correlacionar
con las alteraciones iniciales que ocurririan en las neuronas del parénquima cerebral de
sujetos con la EA, cuando esta especie truncada aparece en forma monomérica en el

soma de las neuronas afectadas.
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Figura 16. Tau truncada produce fragmentacion del aparato de Golgi (GA).
A, B) La expresién de las especies truncadas de Tau: Tau-421 y Tau-391, causa
gue los microtubulos se reestructuren y formen anillos pericéntricos en e
citoplasma de las células (flechas). C, D) El marcaje con RCAS1, proteina
transmembranal del aparato de Golgi, muestra una fragmentacion de este
organelo (asterisco) (Rodriguez-Cruz et al., 2018).
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Estos hallazgos resultaron interesantes en funcidén de que la toxicidad neuronal en el
cerebro de sujetos con la EA ha sido atribuida y en correlacion directa con la aparicion
de estructuras fibrilares dentro del soma neuronal como son los FHAs y las MNFs (Braak
& Braak, 1991; Arriagada et al, 1992); sin embargo, con los estudios en cultivos celulares
se ha evidenciado que en su forma no agregada, pero presentando modificaciones
anormales como su truncacién, Tau puede ser una entidad patoldgica produciendo
alteraciones estructurales y funcionales en las neuronas, reflejandose en la
manifestacion de los primeros sintomas clinicos de la EA, aun cuando no existan lesiones

fibrilares en abundancia en el cerebro de sujetos afectados por la EA.

Con este abordaje experimental en mente y considerando el papel patolégico que
podrian tener las caspasas en la EA, el grupo de investigacion del Dr. Zhao encontro una
nueva truncacion de la proteina Tau. En su modelo de raton transgénico para la
expresion de una especie de Tau mutada asociada a ciertas Tauopatias, encontré un
fragmento de Tau con peso de 37 KDa. Al analizar este fragmento de 314 aminoacidos
por espectrometria de masas, se encontré que su extremo carboxilo finalizaba en acido
aspartico (D314) (Figura 17). En virtud de esto, a partir de la molécula nativa de Tau, se
investigo si el corte en este sitio (D314) podria generarse in vitro por la actividad de algin
componente de la familia de las caspasas, encontrando que la caspasa-2, era la Unica

responsable de realizar esta accion (Figura 18).
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Figura 17. Fragmento de Tau de 37 KDa identificado por espectrometria de
masas. a) Separacion electroforética de las variantes de Tau a partir de extractos
de cerebro de raton transgénico, identificandose a la proteina Tau de longitud
completa y un fragmento con peso de 37 KDa. b) Andlisis del fragmento de Tau

de 37 KDa por digestidén triptica y espectrometria de masas. El residuo carboxilo
terminal es D314 (Zhao et al. 2016).
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Figura 18. Determinacion de los productos de protedlisis de Tau por
diversas caspasas. Debido a que se comprobd que el residuo C-terminal del
nuevo fragmento de Tau era un acido aspartico, se realizaron experimentos in
vitro incubando separadamente diversas caspasas con Tau nativa, para encontrar

la candidata que produce este fragmento de 34 KDa. Se encontro que este corte
lo genera la caspasa-2 (Zhao et al., 2016).
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Debido al sitio de corte por caspasa-2, la ruptura ocurre en la zona de los dominios
repetidos, generando un fragmento amino de 314 aminoéacidos (1-314 aa) y un fragmento
carboxilo de 127 aminoéacidos (315-441 aa) (Zhao et al., 2016) (Figura 19). Es interesante
gue esta truncacién de Tau producida por accién de la caspasa-2, es una accion
relevante puesto que esta enzima no es una proteasa asociada con actividad ejecutora
terminal en el desarrollo de la via apoptética (Fan et al., 2005). No obstante, se sabe que
en el cerebro de sujetos con la EA, la actividad y capacidades de accién de estas enzimas
se encuentra desregulada y seria factible que, en ciertas circunstancias y en forma
particular, ciertos integrantes de la familia de las caspasas podrian estar sobreactivados
y participar indistintamente en acciones especificas a nivel celular, proteolizando
diferentes sustratos. Posterior a este primer hallazgo, otros investigadores demostraron
gue esta truncacion de Tau por caspasa-2 también se presentd en el cerebro de sujetos
con otras enfermedades neurodegenerativas, como la demencia de cuerpos de Lewy
(Smith et al., 2019) y la demencia asociada a la enfermedad de Huntington (Liu et al.,
2019), demostrando una aparicibn promiscua de esta truncacion en varios procesos

demenciales.

D314-1315
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Figura 19. Corte de Tau en D314-L315 por la actividad de la caspasa-2. La
caspasa-2 corta en D314, en el tercer dominio repetido de unién a microtubulo
(R3). N1 y N2 representan los exones variantes en splicing, P1y P2 representan
los dominios ricos en prolina y, R1-R4, los dominios repetidos de union a
microtubulos. R’ no es un repetido como tal, es mas bien una zona donde ocurren
otras truncaciones. Modificado de Quinn 2018.
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En el primer estudio de Zhao et al. (2016) en que se describid esta truncacion, se
analizaron, ademas, las propiedades de agregacion in vitro de la especie truncada de
Tau en D314; sin embargo, no se encontrd un incremento de esta accidn por encima de
la capacidad para agregarse de la Tau-nativa. Esto parecio significar que, al cortarse la
zona de dominios repetidos de Tau por esta proteasa, posiblemente se afecta su
capacidad de autoagregacion, tal y como se ha demostrado en otros estudios donde se
ha ponderado que la zona de dominios repetidos de Tau es relevante para su
polimerizacién anormal in vitro (Abraha et al., 2000). Dichos resultados han generado
mas controversia sobre el papel patolégico de las truncaciones de Tau por la familia de
las caspasas. En nuestro laboratorio nos hemos dedicado a contribuir en el
esclarecimiento del papel patolégico de esta nueva especie truncada, y aprovechando
nuestro sistema de expresion de Tau en células de neuroblastoma no diferenciadas,
encontramos que efectivamente, la especie truncada de Tau en D314 con su amino
intacto, no parece producir las mismas alteraciones subcelulares a nivel de organizacion
y restructuracion del citoesqueleto de tubulina o alteraciones en la estructura de
componentes membranales como nucleo, aparato de Golgi y membrana plasmatica que
producen otras especies truncadas de Tau, asi como la especie nativa. Sin embargo,
algo que fue interesante es que, al expresar el fragmento complementario del corte, el
fragmento carboxilo de Tau (315-441), en el mismo sistema celular, se encontr6 que este
fragmento se distribuyd en el citoplasma de las neuronas, pero también una poza
abundante del mismo, invadié6 anormalmente el compartimento nuclear (Lépez-Avifia,
2020) (Figura 20). Este hallazgo despertd nuestro interés para tratar de explicar esta

localizacion anormal y encontrar un posible significado patoldgico a dicha accion.
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Figura 20. Distribucién subcelular de la variante truncada Tau 315-441 en
células de neuroblastoma SH-SY5Y. A) Las células se transfectaron con un
plasmido que codifica para la secuencia de Tau 315-441, y la expresion se
monitoreo por inmunofluorescencia con el anticuerpo Tau-46.1 (reconoce los
aminoacidos 428-441) (canal verde. EI citoesqueleto de F-actina y el
compartimento nuclear se tiieron con Faloidina-Rodamina (sefal roja) y Hoechst-
33258 (sefial azul) respectivamente, evidenciandose en el canal merge. B)
Proyecciéon Maxima de una célula inmunotefiida con un anticuerpo anti-a-tubulina
(en canal rojo) y Tau-46.1 (canal verde). C) Cuantificacion de la distribucién
citoplasmica y citoplasmica/nuclear de células expresando a Tau 1-314 o Tau
315-441. D) Secciones Opticas representativas de la imagen en B evidencian la
distribucion de Tau 315-441 en citoplasma y compartimento nuclear (LOpez-
Avifia, 2020).
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1.6 LA PROTEINA TAU Y SU LOCALIZACION NUCLEAR

Es importante mencionar que, en neuronas maduras y diferenciadas, Tau no es una
molécula que se localice en el compartimento nuclear y pocos son los reportes que
mencionan que esta proteina tiene un papel patolégico al estar en esta estructura
subcelular (Lu et al., 2014). Se ha entendido que posiblemente su presencia en este sitio
se podria deber a su participacion durante la formacion del uso acromético en células en
division, asociandose a condiciones no patoldgicas y en neuronas en cultivo, pero no en
las células diferenciadas del parénquima cerebral. No obstante, en la literatura existe
mucha controversia y diversidad de resultados sobre la presencia o no de Tau en el

compartimento nuclear.

En algunos estudios en células en cultivo se ha reportado la presencia de Tau
completa y fosforilada (Thr 181, 212 y Ser 404) en el compartimento nuclear, como
respuesta a dafios en el DNA (Ulrich et al., 2018). En contraste a lo que hemos
encontrado en nuestro laboratorio, la especie truncada Tau 315-441, no posee estos
sitios de fosforilacion, descartando asi, que esta modificacidbn sea la causa de su

localizacion nuclear.

De la misma forma, también se reportd la localizacion de la proteina Tau en los
nucléolos de células de neuroblastoma SH-SY5Y en cultivo. En esta estructura, Tau
colocaliz6 con factores asociados a la regulacion de la estructura de la heterocromatina
y estabilidad del DNA ribosomal. Sin embargo, esta localizacién solo se observé cuando

las células estuvieron sometidas a estrés celular, lo que se ha interpretado como una
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consecuencia de la accion de otros factores y no de una asociacion natural (Maina et al.,

2018) (Figura 21).
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Figura 21. Localizacion de la proteina Tau en los nucleolos de células SH-
SY5Y. Tanto en células no diferenciadas como en células diferenciadas se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia para la proteina Tau no fosforilada y
para FBL, un marcador de nucleolos. Se puede observar colocalizacion en ambos
marcadores (Maina et al., 2018).

Como uno de los pocos hallazgos que describen la presencia de una Tau patoldgica
alcanzando el compartimento nuclear, en nuestro modelo de transfeccion en células de
neuroblastoma no diferenciadas, nuestro grupo ha encontrado que la invasion de la

variante truncada de Tau (Tau 315-441) a este compartimento, alteré el patron de
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expresion de proteinas totales, en comparacion al evaluado en otro grupo de células
gue expresaron a su fragmento complementario (Tau 1-314) con localizacién
enteramente citoplasmica (Lépez-Avifia, 2020). Estos resultados parecen indicar que
el fragmento carboxilo de Tau de 127 aminoacidos (Tau315-441) al ingresar al
compartimento nuclear, altera la expresion de genes de proteinas que podrian ser
importantes para la estabilidad estructural y funcional de las neuronas. Es interesante
entonces evaluar si este fragmento de Tau expresado en las células SH-SY5Y produce

también alteraciones en su trascriptoma.

La invasion de la especie Tau 315-441 al nucleo de las células transfectadas,
correlacion6é con un incremento en la expresion de proteinas relacionadas con el
mantenimiento del DNA, control del ciclo celular, sefializacion, choque térmico y
estructura celular. Mientras que en aquellas células donde se expreso la variante Tau 1-
314 y que se mantuvo en el citoplasma, se encontré una elevacion en la expresion de
proteinas de mantenimiento del DNA y sintesis de nucleétidos (Lopez-Aviiia, 2020).
Debido a que ambos fragmentos de la proteina Tau producidos por accion de caspasa-
2 podrian alteran procesos relacionados con la expresion genética, también seria posible
gue se presenten alteraciones en la transcripcion y en la expresion de transcritos no

codificantes, por lo que un analisis del transcriptoma podria confirmar esta suposicion.

Por otra parte, nuestro laboratorio también estudia los mecanismos celulares
involucrados en el transporte de esta especie truncada de Tau al ndcleo, enfocandose
en la estructura y propiedades de transporte de moléculas a lo largo de la envoltura
nuclear. En este sentido, se sabe que los repetidos de Tau son secuencias importantes

para que esta proteina pueda unirse a los microtubulos y facilitar su estabilidad
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estructural y funcionalidad. Cabe destacar que el corte proteolitico causado por caspasa-
2 se localiza dentro del tercer dominio repetido de union a los microtabulos. Suponemos
gue este corte de la proteina, al fragmentar a estos dominios, los productos resultantes
de Tau deberan tener menos afinidad por estos polimeros de tubulina. También podemos
suponer que la integridad de los dominios repetidos es un factor determinante para que
Tau permanezca en el espacio citoplasmico, al tener una notable afinidad por los dimeros
de a- y B-tubulina que conforman a los microtdbulos. Seria interesante conocer si la
adicién de estos dominios repetidos y otros segmentos en direccién del extremo amino

del fragmento de Tau315-441, reestablecerian su localizacién en el espacio citoplasmico.

2 JUSTIFICACION

Las truncaciones de la proteina Tau producidas por varias caspasas son eventos
importantes en la induccion de algunas propiedades patolégicas de Tau, como
agregacion y citotoxicidad, pero no todas sus acciones han sido clarificadas. La mayor
parte de los trabajos se han enfocado al estudio de la truncacion de Tau en el D421
producida por caspasa-3 y su papel patolégico en la EA y otras demencias. Dicha
truncacién es un evento temprano que aparece durante la formacion de las MNFs que
proliferan en casos iniciales e intermedios de la EA, por lo cual se le ha llegado a

considerar como un marcador patolégico para intervencion farmacoldgica.

Recientes estudios han descrito una nueva truncacion de Tau producida por caspasa-

2 en el sitio D314 de la molécula, la cual se corroboré estar presente en el cerebro de
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sujetos con la EA; sin embargo, su caracterizacion y contribucion integral en estas
alteraciones esta en proceso de investigacion. En nuestro grupo se ha iniciado el estudio
de esta nueva truncaciéon. La expresion del fragmento amino, finalizando en D314, no
parece afectar la integridad estructural de los componentes subcelulares de las neuronas
en comparacion a la variante nativa o truncada en D421; sin embargo, al expresarse el
fragmento carboxilo (Tau315-441), parece cambiar su distribucion, alcanzando de
manera anormal el componente nuclear en adicién a observarse también en el espacio
citoplasmico. Las consecuencias fisiolégicas que esta localizacion nuclear pudiera
generar, seria una alteracién del proteoma celular, misma que no fue tan evidente en
aquellas células que expresaron el fragmento amino truncado de Tau (Taul-314) (Lopez-

Avifia, 2020).

En virtud de esto, es necesario profundizar y corroborar si hay alguna alteracion a nivel
transcripcional evaluando el transcriptoma de estas células. Actualmente estamos
evaluando los mecanismos celulares y de transporte por los cuales Tau315-441 puede
ingresar al nucleo, enfocandonos a los componentes de la envoltura nuclear; Sin
embargo, es interesante también precisar y conocer qué dominios del extremo amino de
Tau podrian impedir que la especie truncada Tau315-441 ingrese al nucleo de las

células.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
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Determinar los cambios en el transcriptoma de células de neuroblastoma como efecto de
la expresién estable de la variante truncada Tau 315-441, y estudiar qué dominios de la
molécula de Tau evitaria que esta especie truncada se transporte anormalmente al

nucleo celular.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer un modelo de células de neuroblastoma no diferenciadas que
independientemente expresen en forma estable a Tau nativa y a los dos
fragmentos de Tau producidos por el corte proteolitico de caspasa-2.

2. Evaluar posibles alteraciones del transcriptoma en células de neuroblastoma que
expresan a la variante truncada de Tau 315-441 que presenta transporte al ndcleo
celular, en comparacion al de células expresando a Tau 1-314 y a la proteina Tau
nativa completa.

3. Caracterizar a través de diversas recombinantes de Tau los dominios de la
molécula que evitarian el transporte de la especie truncada Tau 315-441 al nucleo

de las células de neuroblastoma.
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4 DISENO EXPERIMENTAL
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5 METODOLOGIA

5.1 MODELO DE TRANSFECCION ESTABLE EN LA LINEA DE NEUROBLASTOMA SH-SY5Y

5.1.1 Cultivo Celular

Se utilizar4 la linea celular SH-SY5Y derivada de neuroblastoma humano no
diferenciada (ATCC). Se cultivara en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium F12
(DMEM F12) a 4.5 g/L de glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 5%, L-
glutamina 2 mM, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 mg/mL (Gibco-Thermo Fisher,
MA, USA). Las células se mantendran en incubacion (Incubadora Panasonic) a 37°C,
5% de CO:2 y 95% de humedad relativa y se llevar4 a un maximo de 20 pases usando
Tripsina-EDTA al 0.25% (Gibco-Thermo Fisher, MA, USA) para su cosecha y resiembra.
Estos pases se realizaran en proporcién 1:10 para obtener una confluencia del 80% en

cajas Petri p100. Se cambiara el medio cada 3 dias impidiendo su diferenciacion.

Otra linea a utilizar para propdsitos comparativos sera la COS-7 derivada de rifion de
mono verde africano (ATCC). Se cultivara con las mismas condiciones que la linea SH-
SY5Y, pero usando medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium al 4.5 g/L de glucosa
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino al 10%. Los antibi6ticos y tiempos de

resiembra se mantienen igual que para la linea celular SH-SY5Y.

5.1.2 Plasmidos y transfeccion
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5.1.2.1 Secuenciasy PCR

Para poder generar transfecciones estables con el gen MAPT (Microtubule Associated
Protein Tau) que codifica la proteina Tau humana completa y con aquellos segmentos
del gen que codifican los fragmentos de Tau humana que comprenden los aminoacidos
1-314 (Taul-314) y 315-441 (Tau315-441), primero se generaran los insertos de MAPT
usando los oligonucleétidos en la tabla 1. Se usard como molde el plasmido pRK5-GFP-

Tau (Figura 22).

Restriction map of pRK5-EGFP-Tauxdna - 6319 nt
<Serial Cloner V2,52 -- <Thu, Jul 1, 2021 4:33 PM>

18801152 EGFP

pRKS-EGFP-Tau.xdna - 8519 nt

_|_

[1BB7...3035 Tau 440 (sin Metionina)|
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Figura 22. Mapa de pRK5-EGFP-Tau. Sitio de corte de la enzima endonucleasa
Bam HI y que contiene el gen de resistencia a Ampicilina (Generado en Serial
Cloner)

TABLA 1. OLIGONUCLEOTIDOS PARA AMPLIFICAR LOS FRAMENTOS DEL GEN
MAPT PARA GENERAR LAS LINEAS CELULARES ESTABLES

Oligonucleétido sentido 5’ Oligonucleétido antisentido 3’
TAU 5'-TAT GGA TCC ATG GCT GAG CCC CGC 5-CGG GAA TTC TCA CAA ACC CTG CTT GG
COMPLETA
TAU 1_314 5-TAT GGA TCC ATG GCT GAG CCC CGC 5-CGG GAATTC TCAGTC AACTGG TTT GTAGAC TAT T
TAU 315- i’-coc GGA TCC ATG CTG AGC AAG GTG  5-CGG GAA TTC TCA CAA ACC CTG CTT GG
441

Los fragmentos se amplificardn mediante PCR siguiendo las siguientes condiciones
usando un termociclador de Applied Biosystems™ Veriti.

CONDICIONES PARA LA

AMPLIFICACION DE LOS

FRAGMENTOS DEL GEN MAPT POR

PCR

DESNATURALIZACION 95°C durante 5 min

CICLOS (35) Desnaturalizacion: 94°C durante 1 min.

Alineamiento: 62°C para cada juego de
oligonucledtidos durante 30 segundos.

Extension de DNA: 72°C durante 2 min.
EXTENSION FINAL 72°C durante 5 min.
TERMINACION Mantener a 16 °C

MEZCLA PARA LA REACCION DE PCR VF 20 pL
Volumen Concentracion final

AGUA LIBRE DE NUCLEASAS A 20 pL
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BUFFER PHUSION 5X 4 pL 1x

10 MM DNTPS .04 pL 200 uM

10uM OLIGONUCLEOTIDO 1L

SENTIDO 0.5 uM

10uM OLIGONUCLEOTIDO 1 uL

ANTISENTIDO 0.5 uM
PRK5-EGFP-TAU1 NG/ML 2 uL 0.1 ng
PHUSION DNA POLIMERASA 0.2 uL 1.0 units/50 pL PCR

Para comprobar la amplificacion de los productos de las PCRs, se separaran las
mezclas de reaccion de las PCR por electroforesis en un gel de agarosa al 1%
conteniendo GelRed 1X para tefir los acidos nucleicos. Para esta prueba se usaran 2 uL
del volumen final de las reacciones de PCR. Se visualizaran los amplicones utilizando un

transiluminador de luz ultravioleta ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad.

5.1.2.2 Precipitacién y digestion de los productos de PCR

Una vez corroborados los tamafios de los productos esperados de las PCRs, estos
seran purificados como describimos a continuacion. Para purificar el DNA, el volumen
restante de los ensayos de PCR se mezclara por inversion con 1/10 del volumen (de la
solucion de DNA) de acetato de sodio 3 M pH 5.2 (2.3 uL) y 3 volumenes de etanol
absoluto (75 pL). El acetato de sodio y el etanol facilitaran la precipitacion al aumentar la
fuerza i6nica y disminuir la capacidad de solvatacion del DNA. Después se congelaran
las mezclas con nitrégeno liquido para dejarse reposar por 2 minutos a temperatura

ambiente. Finalizado este tiempo, las muestras de DNA se colectaran mediante
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centrifugacién a 13,000 rpm (7369 x g) durante 15 min a 4°C en una microcentrifuga
MiniSpin, Eppendorf. El sobrenadante sera desechado y la pastilla se lavara 2 veces con
500 pL de etanol al 70%, centrifugando en cada lavado bajo las mismas condiciones por
10 min, y se descartara de nuevo el etanol. Finalmente, las pastillas obtenidas se dejaran
secar a temperatura ambiente y se solubilizaran en la siguiente mezcla de digestion.
Utilizando las enzimas endonucleasas Bam HI (10 U/uL) y Eco RI (10 U/pL) ambas de la

compafiia Thermo Fisher.

DIGESTION DOBLE VOLUMEN CONCENTRACION EN 20 pL Vf
AGUA GRADO BIOLOGIA 7 pL

MOLECULAR

2X BUFFER TANGO 2 uL

DNA (0.5 pg/ pL) 10 pL 0.25 pg/ pL

Bam HI (10 U/uL) 5L .25 U/l

Eco RI (10 U/L) 5L .25 U/l

BamH | EcoR |
Dew s GIGATEC «.:3 5.:.-GAATTCc: 3
3...CCTAGG...5 3 ..CTTAAG...%¥

Figura 23. Sitios de corte de las endonucleasas. Sitio de corte de las enzimas
endonucleasas Bam HI y Eco RI respectivamente (Obtenido de Sigma-Aldrich)
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Para poder expresar las secuencias de Tau sera necesario incorporarlas a un vector
de expresion. Los fragmentos se incorporaran en el plasmido pQBI25deltaGFP utilizando
las enzimas endonucleasas Bam HI y Eco RI. Estos sitios de corte se tomaran en cuentan
al crear los oligonucleétidos (Figura 23 y tabla 1). El sitio Bam HI para el oligonucle6tido
sentido y el sitio Eco RI para el oligonucledtido antisentido. Se usara el protocolo de
Thermo Fisher para la digestion doble de los productos de PCR y del vector. La mezcla
de digestion se incubara por 3 horas a 37°C. Al terminar este tiempo, las enzimas se
deberan inactivar para continuar con la ligacion de los fragmentos de Tau y el vector. Las
endonucleasas son sensibles a la temperatura, asi que para inactivarlas se incubara la
mezcla a 65 °C por 20 min. EI mismo procedimiento de digestion doble se utilizara para

el vector pQBI25deltaGFP (Figura 24).
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Restricticn map of pOBI25deltaGFP xdna - 6873 nt
<Serial Cloner V2.5> -- <Thu, Jul 1, 2021 11:32 AM>

ColE1 origin 5T30__5102

Kan/neoR 3383...4374

Figura 24. Map de pQBI25deltaGFP. El mapa del vector para las transfecciones
estables. Marca los sitios de corte para Bam HIl y Eco RI; ademas de los genes
de resistencia a Ampicilina y Geneticina (Generado en Serial Cloner)

De la misma forma que para los productos de la PCR, las digestiones se comprobaran
en un gel de agarosa al 1% para cada construccion y el vector. Las bandas obtenidas se
cortaran del gel y purificaran con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de

(Promega, WI, USA).
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5.1.2.3 Ligacion y transformacion

Teniendo los fragmentos digeridos y purificados, se utilizara el protocolo del kit
LigaFast™ Rapid DNA Ligation System de Promega para ligar el vector pQBI25deltaGFP
con sus respectivos insertos, usando una proporciéon molar de 3:1 del inserto con
respecto al plasmido. El volumen de la mezcla de ligacion ser4 10 pL para cada inserto.
Se incubaran por 10 min a temperatura ambiente e inmediatamente se transformaran
células competentes E. coli DH5a de Thermo Fisher. Estas células contienen las
mutaciones recAl y endA; las cuales deshabilitan la recombinacion homologa y la

degradacion de DNA de doble hebra respectivamente.

Se usaran alicuotas de E. coli DH5a (50 pL) con 2.5 pL de la mezcla de ligacion. Para
poder transformar estas bacterias se usara el método de choque térmico. Cada alicuota
de E. coli DH5a se incubara en hielo por 30 min, después se pasaran a un calentador de

bloque a 42°C por 30 segundos y finalmente se dejaran recuperar en hielo por 5 min.

Para permitir que las bacterias se recuperen del estrés generado por el choque
térmico, se les adicionaran 450 uL de medio de Luria-Bertani (LB) (volumen total de 500
pL) conteniendo glucosa 20 mM y se incubaran en agitaciéon a 37 °C por 1 hora. Después,
las bacterias se precipitaran por centrifugacion a 14,000 rpm (8546 x @), desechando
aproximadamente 400 pL del sobrenadante. Con el sobrenadante restante del
precipitado se resuspenderan las bacterias y se sembraran en placas de LB-agar con
Ampicilina 30 pg/mL (concentracién estimada). El plasmido expresa resistencia al
antibiético Ampicilina, lo que nos permitira seleccionar las clonas positivas después de

16 horas. Las clonas resistente se resembraran en 10 mL de medio LB con Ampicilina
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30 pg/mL, dejando incubar a 37 °C en agitacion por 24 horas, para que de esta forma se
asegure la seleccion de las clonas transformadas. Finalmente, el DNA plasmidico se
purificard usando GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). La concentracion
de los plasmidos se determinara por absorbencia a 260 nm y se secuenciaran los

plasmidos finalmente para confirmar que no se presenten mutaciones.

5.1.2.4 Transfeccién estable

Con los vectores generados se realizara la transfeccion estable de las células SH-
SY5Y. El vector consiste en la secuencia codificante para la especie de Tau de interés
(Tau completa y sus fragmentos Taul-314 y Tau315-441), asi como un gen de
resistencia para Ampicilina y para Geneticina. El gen de resistencia a Ampicilina nos
permitira expandir nuestro vector y el gen de resistencia a Geneticina nos permitira hacer

la transfeccion selectiva en las células eucariénticas.

Para esta transfeccion se usara el protocolo Lipofectamine 2000 Plasmid DNA
transfection (Thermo Fisher). Se sembraran las células SH-SY5Y en placas de 24 pozos,
(alrededor de 1x10° células en 500 uL de medio de crecimiento sin antibiético), hasta
alcanzar una confluencia de 70%-90%. Se diluira el DNA de cada construccién con Opti-
MEM hasta alcanzar una dilucion 0.8 pg/50 pL. 2 pL de Lipofectamina 2000 se diluiran
con Opti-MEM hasta alcanzar 50 pL. Después de una incubacion de 5 min a temperatura

ambiente, se combinaran las dos diluciones y se incubaran por 20 min a temperatura
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ambiente. La mezcla (100 pL) se agregara al pozo con células (procedimiento por pozo)

y la placa se incubara por 24 horas a 37°C.

Después de este tiempo, se realizara un pase de las células a una dilucién 1:10 (60
pL de la suspension de células, 540 mL de DMEM F12 y Geneticina a 300 ug/mL). De
esta forma se iniciara la seleccion de células por resistencia al antibiético Geneticina.
Durante las siguientes 2 semanas se remplazara el medio cada 4 dias. Después de este
tiempo se deberan observar islas de células transfectadas que pueden ser rescatadas.
Se realizard un segundo pase con estas células siguiendo las condiciones anteriores
para confirmar una transfeccion exitosa. Finalmente, por microscopia de fluorescencia
se observaran las células transfectadas para confirmar la expresion estable de las

proteinas de interés.

5.1.2.5 Ensayos de citotoxicidad

Para confirmar que las transfecciones no son toxicas para las células, se realizaran
ensayos de viabilidad por el método de MTT. Este ensayo se basa en la reduccion
metabolica del sustrato Thiazolyl Blue al producto Formazan, el cual presenta una
coloracién azul con absorbancia a 570 mm. En este ensayo colorimétrico, la absorbancia
es directamente proporcional a la viabilidad celular (actividad metabdlica). Las células se
incubaran con Thiazolyl blue a 0.5 mg/mL, adicionandolo al medio de cultivo en
proporcion 1:10 durante 3 h a 37°C. El medio se retirara y los cristales de formazan se
resuspenderan en 330 pL de dimetilsulféxido (DMSO). La cuantificacion colorimétrica se

llevara a cabo en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de 570 nm.
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También se realizaran otros ensayos complementarios como el método de exclusion de

azul de Tripano.

5.1.2.6 Comprobacion de la expresién de las diversas especies de Tau por

Western Blot y visualizacion por Microscopia de fluorescencia confocal

Al finalizar el tiempo de preparacion de la transfeccion estable, se obtendran lisados
celulares de las distintas transfecciones y se analizara la expresion de nuestras proteinas
de interés por separacion electroforética en geles de policacrialmida e identificacion por
Western Blot (WB). El lisado de las células se llevara a cabo en buffer RIPA (Triton x-
100 al 1%, NaCl 150 mM, Tris 50 mM y EDTA 5 mM, pH 8.0, suplementado con PMSF
1 mM y cocktel COMPLETE 1X, incubandose por 20 min a 4 °C en el Vortex-Genie 2 a
velocidad maxima. Al finalizar el proceso de lisis, las muestras se volveran a centrifugar
a 14,000 rpm (8546 x g) durante 10 min y se recuperaran los sobrenadantes para
cuantificar la concentracion de proteinas por el método de miniBradford. Se depositaran
30 ug de proteina de las muestras en geles de poliacrilamida al 10% conteniendo SDS.
Se llevard la electroforesis con un voltaje de 100 Voltios durante 2 horas. Terminada la
electroforesis, se transferirdn las proteinas a membranas de nitrocelulosa con una
corriente de 250 mA por 90 minutos a temperatura ambiente. Estas membranas se
bloquearan con leche baja en grasa al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después se incubaran con los anticuerpos a los tiempos determinados por protocolos de

nuestro laboratorio y descritos en la Tabla 2 (Lépez-Avifia, 2020). Se visualizaran las
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proteinas en las membranas por quimioluminiscencia mediante el sistema Western
Lightning Plus-ECL de PerkinElmer,. Con el WB se comprobara la expresién e

identificacion exitosa de nuestras proteinas expresadas en una linea celular estable.

Por otra parte, sera importante corroborar la localizacién subcelular de las proteinas,
tal y como se ha descrito previamente en nuestro laboratorio: Tau completa y Taul-314,
con distribucion citoplasmica; mientras que Tau315-441 en el citoplasma y en el
compartimento nuclear. Para este propdsito se realizaran ensayos de
inmunofluorescencia como describimos a continuacién. Las células transfectadas y los
grupos control sin transfeccién, se fijaran en paraformaldehido al 4% en PBS 1x por 15
min. Después de tres lavados con PBS (buffer fosfato salino) por cinco min a temperatura
ambiente, las células se permeabilizaran con PBSt, PBS con 0.1% de detergente Tween,
durante 15 min. Se incubaran por 20 min en solucion de bloqueo (Gelatina 0.5 % y FBS
1.5 % en PBS 1X). Después de otros tres lavados con PBS, se incubaran con sus
respectivos anticuerpos primarios (tiempos establecidos en la Tabla 2) a una disolucion
1:1000. Después de otra tanda de lavados por 15 min en PBS 1x, las células se
incubardn en una cdmara humeda y en obscuridad por 1 h con sus respectivos
anticuerpos secundarios, hacia los diferentes primarios, acoplados al fluorocromo
deseado, a una dilucién de 1:100 en 1x a temperatura ambiente. Estos incluyen el
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) con un pico de emisién a 525mm (verde),
Isotiocianato de Tetrametilrodamina (TRITC) con un pico de emisién a 570 mm (rojo), o
Carbocianina 5 (Cy5) con un pico de emisién a 670 mm (rojo lejano modificado a azul
con pseudocolor digital). Para los experimentos que requieran un doble marcaje con

anticuerpos monoclonales, se realizara el procedimiento en dos etapas: en la primera se
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realiza la inmunodeteccion con el anticuerpo primario y secundario respectivos.
Secuencialmente se bloqueara adicionalmente el anticuerpo primario por saturacion con
un anticuerpo secundario anti-Mouse IgG acoplado a Peroxidasa en dilucién 1:100 en
PBS 1x por 1 h a temperatura ambiente. La marca de HRP, sera invisible bajo
fluorescencia. Se finalizar4 con la siguiente combinacién de un segundo anticuerpo
primario y su correspondiente segundo anticuerpo secundario, en tiempos cortos de

incubacion.

Para definir la morfologia global de las células, al final de la inmunolocalizacién, se
realizara una contra tinciébn para Actina filamentosa con la falotoxina fluorescente
Faloidina-Rodamina de Thermo Fisher en dilucioones de 1:500. Igualmente, para la
identificacion del compartimento nuclear se usara el marcaje fluorescente con el
colorante Hoechst 33342. Finalmente, las laminillas con las células tefiidas se lavaran al
menos 5 veces con PBS 1x y una vez con agua ultrapura, para ser montadas en
portaobjetos con Vectashield y se sellaran los bordes con barniz de ufias. El material asi
procesado sera analizado microscopicamente y diversos parametros seran
determinados cuantitativa y cualitativamente utilizando el software Nikon NIS-Elements
AR-3.0- SP7 (Tokio, Japdn), acoplado a nuestro sistema de microscopia de fluorescencia
(microscopio ECLIPSE-NIKON) que cuenta con Camara Nikon digital sight-DG-Ril
(Tokio, Japan). Asimismo, para determinaciones cuantimétricas como el analisis de
colocalizacion y superresolucion de estructuras, utilizaremos un microscopio confocal

espectral TCS-SP8 con laseres de diodos (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

Una vez corroborada la expresion y distribucion subcelular de nuestras proteinas de
interés, se procedera al analisis del transcriptoma de las células transfectadas.
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Tabla 2. Anticuerpos y colorantes

Anticuerpo ) L . i .
. i Epitope hospedero Procedimiento Dilucién Tiempo Referencia
primario
Tau 189" Coneio-laG WB 1:5000 1h GeneTex, Inc.,
- onejo- .
Policlonal 1o IC 1:1 000 1h Irvine, CA, USA
Tau 46.1 . WB 1:10 000 1h Dra. V. Lee; (Carmel
428-441* Ratén-1gG
Monoclonal IC 1:1 000 N etal., 1996)
Tau b WB 1:10 000 1h Dra. V. Lee; (Carmel
210-230" Ratén-1gG
Monoclonal IC 1:1 000 N etal., 1996)
Tau 12 WB 1:10 000 1h Dra. V. Lee; (Carmel
6-18" Ratén-1gG
Monoclonal IC 1:1 000 N etal., 1996)
Tau 13 WB 1:10 000 1h Dra. V. Lee; (Carmel
2-18" Ratén-1gG
Menoclonal IC 1:1 000 TN et al., 1996)
Santa Cruz
a-Tubulin WB 1:1 000 1h
a-Tubulina Ratén-1lgG Biotechnology, Inc.,
Monoclonal IC 1:1 000 N
Dallas, TX, USA
a-Actina (Diaz-Barriga et al.,
a-Actina Ratén-lgG WB 1:500 1h
Monoclonal 1989)
Excitacion/
Marcador L . L _ .
Organelo emision Procedimiento Dilucién Tiempo Referencia
Fluorescente
(nm)
. . Invitrogen Molecular
Nucleo Hoechst-33258 (350-461) FL 1:5 000 5 min
Probes, CA, USA
Citoesqueleto de
) Faloidina- Invitrogen Molecular
Actina (540-565) FL 1:500 1h
Rodamina Probes, CA, USA

Filamentosa

IC: Inmunocitoquimica, WB: Western Blot, FL: Fluorescencia, TN: Toda la noche a 4 °C *Residuos basados en la isoforma
mas larga de Tau humana (2N4R).

(Lopez-Aviia, 2020)

5.1.3 Extraccion de RNA y Andlisis de transcriptoma

Una vez comprobada la expresion y localizacion subcelular de Tau completa, Taul-
314 y Tau315-441, se analizard comparativamente el transcriptoma de cada grupo
células. Las células transfectadas se mantendran en incubacion a 37°C y se cambiara el
medio (selectivo) cada 3-4 dias. Cada semana se extraerd RNA total usando el protocolo

de TRIzol (invitrogen).

58



A partir del andlisis del transcriptoma de las lineas SH-SY5Y expresando Tau
completa o los fragmentos Taul-314 y Tau 315-441, se identificaran genes con expresion
y/o splicing alternativo alterado a través de microarreglos de cDNA. A partir del RNA
obtenido de cada una de las lineas celulares, - se sintetizara el cONA correspondiente y
se sometera a hibridacion utilizando el microarreglo Clariom™ D Assay, human
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) que contiene un total de 6,765,500 sondas que
permiten identificar mas de 134,700 genes, 542,500 transcritos, asi como splicing
alternativo. Como control de calidad para la integridad del RNA se necesitara obtener un
valor minimo de RIN de 8.5 (RIN, del inglés RNA Integrity Number), lo cual sera
determinado mediante un sistema de electroforesis capilar (2100 Bioanalizer, Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA).

El microarreglo permite el analisis de la expresion de genes y de sus diferentes formas
producidas por splicing alternativo, asi como la expresion de RNAs no codificantes y con
inicio de expresion no canodnica. Las muestras se analizaran por replicacion directa,
realizandose 5 repeticiones para cada linea celular [47]. Los datos se analizaran
mediante el programa GeneChip Operating Software (GCOS) version 1.4, y la
confiabilidad de los resultados se obtendra posterior al andlisis de calidad del
microarreglo a través de la paqueteria Expression Console™ Software Version 1.1.1
(Affimetrix, Santa Clara, CA, USA), con el cual se realizara la validacion por tres
algoritmos de normalizacion distintos, del proceso de hibridacion a través de la
eliminacién de la sefial de fondo y del analisis de sondas especificas utilizadas como
controles internos positivos y negativos. La correccion de los valores se realizara a través

del método Robust Multiarrays Average (RMA) y se normalizara a través de cuantiles.
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De manera paralela, para un proceso de normalizacion en la expresion se utilizara The
Bioconductor Project implementado en programa “R” (http://www.cran.r-project.org).
Posteriormente, para la identificacion de genes diferencialmente afectados se utilizara
un modelo lineal basado en estadistica Bayesiana utilizando el programa R y Limma
package. Para la correccion de multiples pruebas sera utilizado el algoritmo Benjamini-
Hochberg. Para las multiples comparaciones se utilizara “False Discovery Rate (FDR).
Los valores para genes diferencialmente expresados seran considerados con un cambio

relativo (FC) >2.0.

5.1.4 Validacion de la técnica de microarreglos

Los resultados de los perfiles de expresion seran validados por PCR en Tiempo Real,
utilizando sondas TagMan®. Para tal efecto, se seleccionaran 5 genes aleatoriamente,
de acuerdo con Miron et al. (2006). El nUmero de genes validados propuesto es el minimo
con el poder estadistico para validar los resultados. Brevemente, se purificard el RNA
total de las lineas celulares mediante el uso de Rneasy mini Kit (Qiagen), el cual sera
sometido a una transcripcion reversa para obtener cDNA mediante el sistema Superscript
Il reverse transcriptase (Invitrogen). Posteriormente se realizaran ensayos de expresion
mediante el sistema TagMan PCR MasterMix (Life Technologies). La sonda TagMan® y
las secuencias de los oligonucledtidos especificas seran disefiadas por el programa
Primer Express (Perkin-Elmer Life Science). Las reacciones de PCR se llevaran a cabo
en un sistema de PCR en tiempo real Step One Sequence Detection (Applied

Biosystems), conforme a los protocolos del proveedor. Como control interno se analizara
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la expresion del gen ribosomal 18S. Los controles negativos se incluirdn en cada ensayo.
La determinacion cuantitativa de los niveles de expresion se obtendra por medio del

método Cr descrito por Applied Biosystems.

5.1.5 Analisis de vias ontolégicas

Para definir la relevancia de los genes alterados en el modelo celular de acuerdo con
la presencia de cada isoforma de Tau, se identificara primeramente la via metabdlica y/o
cascadas de sefializacion en donde participen; enseguida se seleccionara un grupo de
al menos cinco genes de mayor interés, de acuerdo para su posterior analisis por RT-
PCR tiempo real. La identificacion de los procesos bioldgicos alterados se llevara a cabo
por medio de la paqueteria PARTEK Genomics Suite y/o mediante el programa Gene set

enrichment analysis (GSEA), y DAVID (http://david.abcc.ncifcrf.gov) para comparar el

analisis de ontologia de los genes en diferentes plataformas. El analisis de las cascadas
de sefalizacion potencialmente afectadas se realizara con las bases de datos Ingenuity
Pathway analysis (IPA) (Redwood City, CA, USA) para identificar la interaccion de redes

bioldgicas en la asociacion de genes regulados significativamente.

5.1.6 Evaluacién de Genes de interés mediante qRT-PCR
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Se seleccionaran cinco genes alterados y se reevaluaran por RT-PCR en tiempo real
cuantitativo como se describié en la seccion 5.1.4. La seleccion de genes se hara bajo
los siguientes criterios: a) genes que presenten una disminucion o aumento de 2 o0 mas
veces en su expresion global o en una de sus isoformas de splicing, conforme al método
comparativo 22T y b) genes relacionados con funciones celulares basicas (por ejemplo,
organizacion de citoesqueleto, sistema Ubiquitina-proteosoma, apoptosis 0 estrés
oxidativo, entre otros). El nUmero de cinco genes se definié tomando en consideracion el

tiempo estimado para la consecucion de los objetivos del presente estudio.

5.2 CONSTRUCCIONES DE TAU CON VARIABLE NUMERO DE DOMINIOS REPETIDOS

Para generar construcciones de Tau 315-441 a las que se les adicionaran segmentos
gue reconstruyan su extremo amino (incluidos los primeros dominios repetidos), su
longitud se establecié de acuerdo a sitios relevantes de protedlisis de Tau que se han
reportado en la literatura (Figura 25). Un sitio de importancia es K281-L282, donde este
corte es inducido por la acetilacién de los residuos de cisteina C291 and C322; sin las
cisteinas, no se acetila el residuo de lisina K280, que es un marcador importante en la
EA y no ocurre el corte en K281-L282 (Cohen et al., 2016). Otro corte con significado
patoldgico es en R242- 1243, producido por calpaina 1 (Matsumoto et al., 2015). El altimo
corte que seria interesante a considerar es en R230-T231. Este corte es generado por

calpaina 1 y calpaina 2 (Garg et al., 2011). El sitio T231, es un importante blanco de
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fosforilacion de Tau en la EA y promueve cambios conformacionales locales en la

molécula de Tau

Y197-5198 K281-1282 K340-5341
A Chymotrypsin Acetylation Acetylation
induced induced
R242- auto- auto-
R155-G156 L243 proteolysis proteolysis
Initial Calpain-1 site site
thrombin
cleavage site R230- D314-1315
7231 | Nass. Caspase-2 nses- || Dao2-
013-H14 || D25-026 Calpain- |l | 556 K369 T403
Caspase-6 || Caspase-3 lor 1 AEP AEP Caspase-6
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Figura 25. Sitios de protedlisis de Tau. A) Sitios de protedlisis de Tau, cuya
proteasa ya ha sido identificada. B) Sitios de protedlisis de Tau, con la proteasa
ejecutora aun es desconocida (Quinn et al., 2018).

En funcién de lo anterior se realizaran las siguientes construcciones, que son el
resultado de adicionar dominios relevantes en el extremo amino, a partir de la especie

truncada Tau315-441;

A] Tau282-441, la cual inicia en el sitio de corte promovido por la cascada de acetilacidon

del sitio K280. (cohen et al., 2016)

B] Tau243-441, la cual inicia en el sitio de corte R242 por calpaina 1. (Matsumoto et al.,

2015)
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C] Tau231-441, la cual inicia en el sitio de corte R230 por calpaina 1 o 2. (Garg et al.,

2011)

Para la generacién de estos fragmentos, se utilizaran los oligonucleétidos descritos en
la Tabla 3. Como control de ingreso al nucleo, se utilizara el plasmido que codifica para
Tau 315-441, el cual fue preparado previamente en nuestro laboratorio. Todos los
oligonucledtidos requeriran de la insercion de metionina para garantizar su expresion. Se
usara el software de NCBI “Primer-Blast” para obtener oligonucleétidos que no aparen
entre si y tengan el mismo punto de fusién (Ye et al., 2012). De esta forma se disefiaron

los siguientes oligonucledtidos:

TABLA 3. OLIGONUCLEOTIDOS PARA AMPLIFICAR LOS FRAMENTOS DEL GEN
MAPT PARA GENERAR LAS LINEAS CELULARES TRANSITORIAS

Oligonucleétido sentido 5’ Oligonucleétido antisentido 3’

_ | 5°-CGC GGA TCC ATG CTG GAT CTG AGC 5°-CGG GAATTC TCA CAAACC CTG CTT GGC
TAU 282 AAG
441

5-CGC GGA TCC ATG CTG CAG ACC GCG 5-CGG GAATTC TCACAAACCCTGCTT GGC

TAU 243 ect oo
441
TAU 231_ 5-CGC GGA TCC ATG ACC CCG CCG AAA 5-CGG GAATTC TCACAAACCCTG CTT GGC

AGC CCG
441

Con estos fragmentos se utilizara la misma metodologia descrita anteriormente, pero se
realizard una transfeccion transitoria sin el tiempo de seleccidén por Geneticina descrito
en “5.1.2.4 Transfeccion estable”
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