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Resumen







La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo que se caracteriza por
la presencia de los denominados ovillos neurofibrilares que son depésitos intraneuronales
compuestos principalmente por la proteina asociada a microtibulos Tau hiperfosforilada y
proteolizada. En el presente trabajo hemos estudiado los mecanismos que regulan las
modificaciones postraduccionales de Tau inducidas por el estrés hiperosmaotico e inflamatorio.
Nuestros resultados muestran que sélo el estrés hiperosmoético induce la protedlisis de Tau y
la apoptosis en las células SH-SY5Y y que estos efectos estan mediados por, al menos, la
activacion de las caspasas 6 y 3, través de un mecanismo en el que estan implicadas las
quinasas JNKs.

En este trabajo también estudiamos el efecto del estrés hiperosmético y de la
neuroinflamacion sobre los niveles y la fosforilacién de Tau y las vias de senalizacién
intracelular implicadas en este proceso. Nuestros resultados muestran que sbélo el
tratamiento con TNF-a induce la expresion génica de Tau, que ambos tipos de estreses
promueven la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 y que este
proceso esta regulado principalmente las quinasas p38 y las JNKs.

Adicionalmente, analizamos la distribucién de la proteina Tau fosforilada y sin
fosforilar y comprobamos que ambos tipos de estreses promueven la acumulacién de Tau
en el soma de la célula (citoplasma y ntcleo) y que modifican la localizaciéon de las formas
fosforiladas de Tau de una manera especifica del residuo fosforilado. También pudimos
comprobar que las modificaciones en la fosforilacion y la localizacion de Tau en respuesta
al estrés hiperosmético se acompafnian de la desorganizaciéon del citoesqueleto y que las
promovidas por el estrés inflamatorio producen una disminucién en el transporte a través
del axén.

Por tltimo, el andlisis funcional de Tau mutada en los residuos Thr-50 y Thr-69
realizado en las células HEK-293 y PC-12 diferenciadas nos indica que ambos residuos son

esenciales para la funciéon de la proteina.







Abstract

Alzheimer’s disease is a  degenerative brain  disorder  characterized
neuropathologically by the presence of neurofibrillary tangles, which are intracellular
aggregates of hyperphosphorylated and proteolyzed Tau, a protein associated to
microtubules. In this work we studied the mechanisms that regulate the posttranslational
modifications of Tau induced by hyperosmotic stress and neuroinflammation. Our results
show that only the hyperosmotic stress promotes Tau proteolysis and apoptosis in SH-
SY5Y cells. These effects are mediated by the activation of caspases 6 and 3 through a

mechanism that involves JNKs.

We also studied the effect of hyperosmotic stress and neuroinflammation on Tau
expression and phosphorylation and the signaling pathways involved. Our results show that
only TNF-a treatment increases Tau expression and that both stimuli induce Tau
phosphorylation at Thr-50, Thr-181 and Thr-205. This last process is regulated mainly by
p38s and JNKs.

Additionally, we analyzed Tau distribution and we observed that both stresses
promote Tau accumulation in soma (in cytoplasma and nucleus), and also modify the
location of phosphorylated Tau in a site-specific manner. We show also that modifications
of Tau phosphorylation and distribution in response to hyperosmotic stress are associated
to cytoskeleton disorganization and that inflammation impairs axonal transport.

Finally, the functional analysis of Thr-50 and Thr-69 Tau mutants in HEK-293 and

differentiated PC-12 cells suggests that both sites are important for Tau functionality.
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Abreviaturas

Aa: Aminoacido.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
AMC: Aminometilcumarina.
Aminoacidos:
Asn (N): Asparagina.
Asp (D): Acido aspartico.
Cys (C): Cisteina.
Gln (Q): Glutamina.
Glu (E): Acido glutdmico.
Gly (G): Glicina.
His (H): Histidina.
Ile (I): Isoleucina.
Lys (K): Lisina.
Pro (P): Prolina.
Ser (S): Serina.
Thr (T): Treonina.
Tyr (Y): Tirosina.
Val (V): Valina.
APP: gen de la Proteina Precursora del Péptido B-Amiloide (PPA).
Apo-E: Apolipoproteina E.
APS: Persulfato aménico.
AR: Acido retinoico.
ARN: Acido ribonucleico.
ARN.: Acido ribonucleico mensajero.
ARN;: Acido ribonucleico ribosémino.
ASK-1 y 2: del inglés, Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1 and 2, quinasa reguladora
de la senal de apoptosis 1 y 2.
ATF-2: del inglés, Activating Transcription Factor 2, factor de transcripcion activador 2.
ATP: Adenosina trifosfato.
Bcl-2: del inglés, B-Cell Lymphoma 2, linfoma de células B 2.
BSA: Albtmina de suero bovina, del inglés Bovine Serum Albumin.
CAPS: Acido 3-(ciclohexilamino)-1-propano sulfénico.
CARD: del inglés, Caspase Recruitment Domain, dominio de reclutamiento de caspasas.
CCL-2: Ligando de quimiocina CC 2, del inglés Chemokine C-C Motif Ligand 2, también
conocida como MCP-1.
CCR 3/5: Receptor de quimiocina CC 3 6 5, del inglés Chemokine (C-C Motit) Receptor
3/5.
Cdc-25: Fosfatasa de especificidad dual (del inglés Cell Division Cycle 25).
Cdk-5: del inglés, Cyclin-Dependent Kinase 5, quinasa dependiente de ciclina 5.
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Abreviaturas

c-fos: del inglés, Finkel-Biskis-Jinkins Murine Osteosarcoma Virus, oncogén aislado del
virus FJB de osteosarcoma murino.

c-jun: Oncogén aislado de un sarcoma aviar (Avian Sarcoma Virus 17 , su nombre viene
de “ju-nana”; 17 en japonés).

c-myc: Protoncogén homodlogo de la mielocitomatosis aviar, del inglés, Avian
Myelocytomatosis Virus.

DAPK: Quinasa asociada a muerte, del inglés Death-Associated Protein Kinase.

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol, colorante fluorescente para la deteccién de &cidos
nucleicos.

DED: del inglés, Death-FEffector Domain, dominio efector de muerte.

DLK: del inglés, Dual Leucine-Zipper Bearing Kinase, quinasa con doble cadena de
leucina.

DMEM: Dulbecco’s Modified Fagle’s Medium, medio Fagle modificado por Dulbecco.
DMEM/F-12: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium nutrient mixture F-12 Ham,

medio Fagle modificado por Dulbecco y mezcla de nutrientes Ham F-12.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DOC: Dexosicolato sédico.

DTT: Ditiotreitol.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

EEM: Error estandar de la media.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EGTA: Acido etilenglicol-bis (B-aminoetiléter)-N,N,N’ N’-tetraacético.

EGF: del inglés Epidermal Growth Factor, factor de crecimiento epidérmico.

Elk: del inglés, £ twenty-six (Ets)-like Transcription Factor, factor de transcripcién
similar a Fts.

ERK 1/2: del inglés, Extracellular Signal-Regulated Kinase 1and 2, proteinas
quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2.

ERK-5: del inglés, Extracellular Signal-Regulated Kinase 5, proteina quinasa regulada
por senales extracelulares 5.

FBS: Suero fetal bovino, del inglés Fetal Bovine Serum.

Fec: Fraccion constante.

FDAP: Técnica que cuantifica la pérdida de fluorescencia tras la fotoactivacién de una
proteina, (Fluorescence Decay After Photoactivation ).

FI: Fraccién insoluble.

FIS: Fraccion insoluble a sarcosil.

FITC: Isotiocinato de flouresceina, fluorocromo cuyo espectro de excitacién tiene un pico
méximo a 492 nm y a pico minimo de 320 nm. La emisién méxima a 518 nm, emite en la
region verde-azulada del espectro.

FNUM: Fraccién no unida a microtibulos.
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FPN: Fraccion postnuclear.

FS: Fraccién soluble.

FSS: Fraccién soluble a sarcosil.

FTDP-17: Demencia frontotemporal y parkinsonismo ligado al cromosoma 17.

FUM: Fraccion unida a microtibulos.

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, del inglés
Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor.

Grb-2 del inglés, Growth Factor Receptor-Bound Protein 2, proteina asociada al
receptor del factor de transcripcién 2.

GSK-3B: del inglés, Glycogen Synthase Kinase 3, glucégeno sintasa quinasa 3.

GST: Glutatién S-transferasa.

GTP: Guanosina trifosfato.

HA: Hemaglutinina.

HRP: del inglés, Horseradish Peroxidase, peroxidasa de rabano.

Hsp: del inglés, Heat Shock Protein, proteina de choque térmico.

IgG: Inmunoglobulina G.

IL: Interleuquina.

IFN-y: Interferén vy.

IP: Inmunoprecipitacién.

IPTG: Isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido.

JNK: del inglés, c-jun N-terminal Kinase, quinasa del extremo N-terminal de c-jun.

LB (medio): Medio de Luria-Bertani.

LPS: Lipopolisacarido.

MKK-4 y 7: del inglés, MAPK Kinase 4 and 7, quinasa de MAPK 4 y 7.

MA: Microfilamentos de actina.

MAP: del inglés, Microtubule-Associated Protein, proteina asociada a microtiibulos.
MAPK: del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase, proteina quinasa activada por
mitdgenos.

MAPKAPK: del inglés, Mitogen-Activated Protein Kinase-Activated Protein Kinase,
proteina quinasa activada por MAPK.

MAPKK: Quinasa de MAPK, del inglés, MAPK Kinase.

MAPKKK: Quinasa de MAPKK, del inglés, MAPK KinaseKinase.

MARK: del inglés, Microtubule Affinity Regulating Kinase, proteina que regula la
afinidad por los microtibulos.

MCP-1: Proteina quimioatrayente de monocitos 1 (Monocyte Chemoattractant Protein
7).

MEF-2C: del inglés, Myocyte Enhancer Fator-2C', factor promotor de miocitos-2C.

MEK 1 y 2: Quinasa 1y 2 de ERK, del inglés Mitogen-activated protein kinase kinase 1
and 2.
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MLK-1, 2 y 3: del inglés, Mixed-Lineage Kinase 1, 2 and 3, quinasas de linaje mixto 1, 2
y 3.

MNK: del inglés, MAPK Signal-Integrating Kinase I, quinasa integradora de las senales
de las MAPKs.

MSK: del inglés, Mitogen and Stress Activated Protein Kinase, proteina quinasa activada
por mitégenos y estrés.

MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H bromuro de tetrazolio.

NF': Neurofilamentos, L:ligeros, M: medios y H: de alto peso molecular.

NFATec-1: del inglés, Nuclear Factor of Activated T-cells cytoplasmic-1, factor nuclear
de células-T activadas citoplasmatico-1.

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas, (del inglés Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of Activated B cells).
NFTs: del inglés, Neurofibrillary Tangles, ovillos neurofibrilares.

NGF': del inglés, Nerve Growth Factor, factor de crecimiento nervioso.

NMDA: N-metil-D-aspartato (receptor de glutamato).

NORs: Regiones organizadoras nucleolares, del inglés Nucleolus Organizer Regions.
PAGFP: Proteina verde fluorescente fotoactivable (del inglés Photoactivable Green
Fluorescence Protein).

PARP: del inglés, Poly (ADP-Ribose) Polymerase, poli-ADP ribosa-polimerasa.

PBS: Tampén fosfato salino.

PEI: Polietilenimina.

PHF's: del inglés, Paired Helical Filaments, filamentos apareados trenzados.

PKA: Proteina Quinasa dependiente de AMPec.

PLC-y: Fosfolipasa C-y.

PMA: Forbol de miristato acetato.

PPA: Proteina Precursora del Péptido B-Amiloide, del inglés Amyloid Precursor Protein
(APP).

PP2A: Fosfatasa 2A.

PS-1 y 2: Presenilina 1 y 2, del inglés Presenilin 1 and 2.

PSD-95: Proteina de densidad postsindptica 95, (Postsynaptic Density Protein 95).
PI0RSK: del inglés, 90 kDa Ribosomal S6 Kinase, proteina quinasa ribosomal S6 de 90
kDa.

p38 MAPKs: MAPKs de 38 kDa.

Raf: del inglés, Ras-Activated Factor, factor activado por Ras.

Ras: del inglés, Retrovirus Associated Sequences, oncogén aislado de sarcomas murinos
inducidos por virus.

ROS / RNS: Especies reactivas de oxigeno o nitrogeno, del inglés Reactive

Oxigen/Nitrogen Species.
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SAPKs: del inglés, Stress-Activated Protein Kinases, proteinas quinasas activadas por
estrés.

SAP97/hDlg: del inglés, Synapse-Associated Protein 97 / human homologue of
the Drosophila Disc Large, proteina asociada a sinapsis 97 / homoélogo humano de
las proteinas Disc Large de Drosophila.

SDS: Dodecil sulfato sédico.

SDS-PAGE: del inglés, Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis,
dodecil sulfato sédico/gel de electroforesis de poliacrilamida.

SF': Filamentos rectos, del inglés Straight Filaments.

SH-3: del inglés, Src-homology 3, dominio de homologia a Src-3.

STOP: Proteinas asociadas a microtibulos, del inglés Stable Tubulin Only Proteins.
SNC: Sistema Nervioso Central.

SNP: Sistema Nervioso Periférico.

Src: abreviatura de sarcoma.

STAB: Servicio de Técnicas Aplicadas a la Biociencia de la Universidad de Extremadura.
STAT: Transductor de senal y activador de la transcripcién, del inglés Signal Transducer
and Activator of Transcription.

SUMO: del inglés, Small Ubiquitin-like Modifier, pequeno modificador metabdlico de tipo
ubiquitina.

Syk: del inglés, Spleen Tyrosine Kinase, tirosina quinasa derivada del bazo.

TAK-1: del inglés, Transtorming Growth Factor p-Activated Kinase 1, proteina quinasa 1
activada por TGF-B.

+TIPS: del inglés, Plus-End Tracking Proteins, proteinas de asociadas al extremo + del
microtibulo.

TGF-a: Factor de crecimiento transformante a (7ransforming Growth Factor a).
TNF-a: del inglés Tumoral Necrosis Factor-a, factor de necrosis tumoral a.

TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral, del inglés Tumoral Necrosis Factor
Receptor.

TT: Fracciéon Tau total.

UV: del inglés Ultra-Violet (radiation), radiacion ultravioleta.

Z-DEVD-fmk: z-carbobenzoxi-aspartil-glutamil-valil-aspartil-fluorometilcetona, inhibidor
de caspasa 3.

Z-VAD-fmk: carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-(O-metil)-fluorometilcetona, inhibidor
general de caspasas.

Z-VEID-fmk: carbobenzoxi-vanil-glutamil-interleucil-aspartil-fluorometilcetona, inhibidor

de caspasa 6.
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La neurona y su citoesqueleto

1. La neurona y su citoesqueleto

La neurona es un tipo celular altamente especializado del sistema nervioso cuya
morfologia determina, en gran medida, su funcién de recibir, integrar y enviar informacién
a otras neuronas o células efectoras. Por ello, presenta una estructura polarizada en la que
se distingue el cuerpo neuronal, llamado soma o pericarion, las dendritas, el axén y las
terminales sindpticas. En el soma se encuentra el ntucleo, que puede contener uno o dos
nucléolos, y el citoplasma rico en ribosomas entre otros organulos. Las dendritas son
prolongaciones cortas, muy ramificadas, que reciben el estimulo a través de las espinas
dendriticas y lo trasmiten hacia el soma celular. El axén es una prolongacién larga que
conduce la informacién desde el soma hacia otra neurona, célula u érgano diana. Este consta
de tres partes, el cono axoénico, adyacente al pericarion; el segmento inicial, que es la parte
més excitable de la neurona y las terminaciones sindpticas, cercanas a la sinapsis (Ramon y
Cajal, 1952).

El citoesqueleto es el responsable de mantener la organizacién estructural y funcional
de la neurona. Estd compuesto por tres tipos principales de filamentos proteicos, los
filamentos intermedios (FI), los microfilamentos de actina (MA) y los microtubulos.

Los FI son los filamentos proteicos mas abundantes en las neuronas y estan formados
por seis familias de genes (Herrmann y Aebi, 2004). Los neurofilamentos (NF) pertenecen a
la clase IV de la familia de los FI y son especificos de neuronas. Los NF se clasifican en tres
grupos distintos dependiendo de su peso molecular: los NF-H (NF de cadena pesada, de
unos 205 kDa), los NF-M (NF de cadena mediana; de unos 160 kDa) y los NF-L (NF de
cadena ligera, de unos 68 kDa), (Yuan et al, 2012). La funcién de los NF es la de
mantener la estructura de las dendritas y de los axones. También promueven el
crecimiento del axén, siendo el patrén de expresion de los NF distinto en cada etapa la
diferenciacion neuronal, mientras los NF-L y NF-M estdn presentes durante todo el
desarrollo, los NF-H s6lo se expresan en las neuronas maduras (Shaw y Weber, 1982).

Los MA son los filamentos mas finos, entre 3 y 5 nm de didmetro. Se componen de
polimeros polares formados por mondémeros de actina globular, unidos en una doble hélice

(Carlier, 2010). Se encuentran en un estado dindmico, alternando ciclos de polimerizacién y
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despolimerizacién. El estado de la actina dentro de la célula estd controlado por las
proteinas que se le unen, ya que facilitan la uniéon y la variabilidad de la longitud del
polimero, permitiendo asi procesos como el movimiento celular o la génesis de nuevas
neuritas. Ademaés, los microfilamentos sirven como vias para el transporte celular (Gallo y
Lanier, 2010).

Los microtibulos son esenciales para la formacién y el mantenimiento de las
neuritas. De hecho, la compleja morfologia de las neuronas se relaciona con la cantidad de
microtibulos (Vega y Solomon, 1997). También intervienen en otros procesos celulares como
son la division celular, el transporte de organulos y de proteinas celulares y la polarizacién
celular (Verhey y Gaertig, 2007). El constituyente basico de los microtiibulos es la proteina
globular tubulina. La tubulina es un heterodimero formado por los monémeros a y B-
tubulina, que se unen “cabeza-cola” formando los protofilamentos. Trece protofilamentos se
asocian de forma paralela y con la misma orientacién para formar una estructura cilindrica

hueca, de unos 25 nm de didmetro exterior, que es el microtibulo (Esquema 1).

ap

[

Protofilamento . ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Microtibulo : @
25 nm |
A o
, Corte axial

Esquema 1.- Estructura basica de los microtibulos.

Heterodimero de tubulina

Los microtibulos son estructuras polares. Dado que todos los protofilamentos
polimerizan con la misma orientacién, uno de los extremos del microtibulo esté formado por
un anillo de B-tubulina y es de crecimiento réapido (polo positivo), mientras que el otro,
formado por un anillo de a-tubulina, es de crecimiento lento (polo negativo). Una
caracteristica propia de este tipo de estructuras es su inestabilidad dindmica, concepto que

hace referencia al conjunto de fluctuaciones en la longitud de los microtiibulos derivadas de
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la alternancia entre ciclos constantes de polimerizacién y despolimerizacién (Mitchison y

Kirschner, 1984).

1.1. Proteinas asociadas a microtibulos

Existe una gran variedad de proteinas asociadas a los microtibulos (MAPs), unidas
a los polimeros de tubulina, que contribuyen a regular sus funciones. Estas proteinas se
agrupan en 2 clases: a) las proteinas motoras (quinesinas y dineinas), las cuales participan
en el transporte intracelular dependiente de ATP de organulos y de proteinas a lo largo de
los microtibulos (Vale, 2003; Hirokawa y Takemura, 2005); y b) las MAPs estructurales
(Dehmelt y Halpain, 2005).

Las MAPs estructurales se localizan a lo largo de los microtibulos estabilizandolos y
regulando su polimerizacién. Tienen una carga positiva que interacciona con la carga
negativa del extremo carboxilo de la tubulina, facilitando que polimericen formando los
microtibulos (Fojo, 2009). Se clasifican en tres familias, la de tipo I, que incluye MAP-1A y
1B, de mayor peso molecular (aproximadamente entre 300 y 250 kDa), (Halpain y Dehmelt,
2006), la de tipo II, donde se encuentran MAP-2A, B, C y D (entre 280 y 42 kDa), MAP-4
y Tau (Dehmelt y Halpain, 2005) y un tercer grupo que engloba las nuevas MAPs como las
proteinas STOP o MAP-6 (Bosc et al, 1999), la enscosina o MAP-7 (Faire et al, 1999),
las +TIPs (Akhmanova y Hoogenraad, 2005), entre otras (Jaworski et al., 2008).

En el sistema nervioso central (SNC), las MAPs mas abundantes son las MAP-2 y
Tau. Las MAP-2 son proteinas implicadas en la morfogénesis neuronal y en la estabilizacion
de los microtubulos, aunque también interaccionan con los microfilamentos de actina y los
neurofilamentos. Cuando MAP-2 se fosforila, sufre un cambio conformacional con el que la
estabilidad de los microtiibulos se ve comprometida, alterando también su localizacién en la

célula (Sanchez et al, 2000).
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2. La proteina asociada a microtibulos Tau

2.1. Isoformas de Tau

La proteina asociada a microtiibulos Tau se describié por primera vez en el afio 1975
como un factor proteico termorresistente que copurificaba junto con moléculas de tubulina
(Weingarten et al, 1975). En 1977 Cleveland y colaboradores caracterizaron la proteina
bioquimicamente, destacando su susceptibilidad a ser fosforilada (Cleveland et al, 1977a,
1977b).

En humanos, el gen que codifica la proteina Tau, AMAPT, se localiza en el cromosoma
17p21.31 y contiene 16 exones, incluyendo el exén 0, que es parte del promotor. En el SNC
existen, al menos, seis isoformas diferentes de Tau, resultado del procesamiento alternativo
de su ARN,, (Neve et al, 1986; Goedert et al, 1989a; Andreadis et al, 1992). Las
isoformas de Tau difieren en el nimero de dominios acidicos (N) presentes en la region
amino-terminal, y en la presencia de 3 6 4 motivos de unién a microtibulos (R) situados en
el extremo carboxilo-terminal de la proteina (Esquema 2). Los dominios acidicos constan
de una secuencia de 29 aminoacidos codificada por los exones 2 y 3. Los motivos de unién a
microtibulos son secuencias de 18 aminoécidos altamente conservadas, codificadas por los
exones 9, 10, 11 y 12, entre las que se intercalan secuencias de 13 6 14 residuos que se
denominan secuencias de interrepeticion (Lee et al, 1988; Gendron y Petrucelli, 2009).
Todas las isoformas se expresan de manera diferencial durante el desarrollo, de tal forma
que sbélo una de ellas, caracterizada por la ausencia de insertos en el extremo N-terminal y
la presencia de tres repeticiones en el C-terminal, estd presente en estadios fetales (Kosik et
al., 1989). En el SNC se pueden encontrar ademds otras isoformas minoritarias producto
del procesamiento del exén 6 (Lapointe et al, 2009). En adultos impera un equilibrio entre
las isoformas 3R y 4R, siendo las mas abundantes las 3R1IN y 4R1IN (Lee y Leugers, 2012).
Las isoformas 4R presentan mayor afinidad por los microtibulos que las 3R y pueden
desplazar a éstas incluso si se encuentran unidas previamente a los microtibulos. En el
SNP existe una isoforma denominada “Big Tau”, de unos 110 kDa (Boyne et al., 1995), y
que es el resultado de la adicién de 242 residuos procedentes del exén 4a (Goedert et al.,

1992). Su funcidn es similar a la de las isoformas del SNC (Nagao et al, 1999).
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Esquema 2.- Representacion esquemadtica del gen que codifica la proteina Tau y de las seis

Isoformas expresadas mayoritariamente en el SNC. (Buee et al., 2000).

2.2. Estructura de Tau

En Tau se distinguen dos dominios estructurales, el de proyeccién y el de unién a

microtibulos (Esquema 3).

4R2N nam, I I I I COoOH
441 aa

L J | J

Dominio de proyeccién Dominio de unién a microttibulos
L L J I\ J
Regién acidica Regidn rica Regién de repeticién C-terminal
en prolina

FEsquema 3.- Representacion esquematica de los dominios funcionales de la isoforma mas larga

de Tau (4R2N). (Gendron y Petrucelli, 2009).

El dominio de proyeccion debe su nombre a que sobresale hasta 19 nm de los
microtibulos (Hirokawa et al, 1988). Ocupa casi dos tercios de la proteina completa, ya que
se extiende desde el extremo N-terminal hasta el dominio de unién a microtibulos (Buee et
al., 2000) y puede dividirse en dos regiones o motivos: la regién acidica (cargada
negativamente debido a que contiene gran cantidad de aminoéacidos écidos) y la regién rica
en prolina (cargada positivamente). La regién acidica, ademés de determinar la distancia
entre los microtibulos (Chen et al, 1992), juega un papel importante en la interaccién de
Tau con otras proteinas del citoesqueleto, como los microfilamentos de actina (Griffith y
Pollard, 1978) y los neurofilamentos, asi como con componentes de la membrana plasmatica
(Brandt et al., 1995) y de orgéanulos citoplasmaticos, como las mitocondrias (Kolarova et al.,

2012). La regién rica en prolina es la més proxima a los dominios de unién a microtibulos.
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Su carga positiva favorece la unién a microtibulos por mecanismos todavia no bien
caracterizados (Goode et al, 1997). Contiene 7 motivos PXXP, donde X puede ser cualquier
aminoacido, lo cual permite que esta regién de Tau interaccione con proteinas con dominios
de homologia Src-3 (SH-3) como la tirosina quinasa Fyn, Src o Lck (Mandelkow vy
Mandelkow, 2012). Ademaés, se ha visto que interacciona con otras moléculas celulares como
con actina (He et al, 2009) y ARN (Wang et al, 2006). Por otra parte, muchas de las
prolinas que contiene estdn precedidas de una serina o una treonina, por lo que son
secuencias diana de las proteinas quinasas dirigidas por prolina.

El dominio de unién a microtibulos, que se extiende desde el final de la region rica
en prolina del dominio de proyeccién hasta el extremo carboxilo terminal de la proteina,
representa el centro de interaccion de Tau con tubulina y también forma el nicleo para la
formacion de los filamentos helicoidales apareados o PHFs (Mukrasch et al., 2009). Contiene
3 6 4 dominios de repeticién (R), dependiendo de la isoforma de Tau, ademds de una regién
acidica que cierra la proteina por el extremo carboxilo y sobresale de la superficie de los
microtibulos. La capacidad de Tau para unirse a los microtiibulos reside en estos dominios
de repeticién y en sus regiones adyacentes (Gustke et al,, 1994). Esta interaccion se establece
a través de uniones electrostaticas entre el dominio de unién a microtibulos, con carga neta
positiva, y los residuos de aminoécidos cargados negativamente de la tubulina (Buee et al,
2000; Rosenberg et al., 2008). Por otra parte, se ha demostrado que el estado de fosforilacién
de este dominio es clave en la asociacién de Tau con los microtibulos (Kolarova et al., 2012).

En condiciones fisiologicas, Tau es una proteina “nativamente desplegada” o
“intrinsecamente desordenada”, lo que significa que carece de estructura secundaria. Esta
caracteristica hace que Tau sea una proteina muy flexible y mévil lo que le permite
interaccionar con varias proteinas y regular multiples funciones celulares, incluso en

condiciones no favorables (Schweers et al., 1994; Mandelkow y Mandelkow, 2012).

2.3. Distribucidén y localizacién intracelular de Tau

La proteina Tau se expresa principalmente en neuronas del SNC y SNP (Trojanowski
et al, 1989), y en menor medida en oligodendrocitos (LoPresti et al, 1995; Richter-

Landsberg, 2008). En cerebro humano, Tau se detecta en la corteza cerebral, en el
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hipocampo, en el talamo, en el estriado y, en menor medida, en el cerebelo (Goedert et al.,
1989b). Fuera del sistema nervioso, Tau se expresa, aunque de manera minoritaria, en el
corazon, el rinén, el pulmén, los testiculos (Gu et al, 1996) y en el musculo esquelético
(Askanas et al., 1994). Recientemente se ha detectado en cancer de mama, de préstata, de
estomago y de pancreas (Lee y Leugers, 2012).

En la neurona, Tau se localiza principalmente en el axén (Trojanowski et al, 1989;
Lee et al., 2001), aunque también puede detectarse en el compartimento somatodendritico
(Tashiro et al, 1997).

El estado de fosforilacién de Tau influye en la distribucién de la proteina, ya que la
proteina fosforilada tiende a acumularse principalmente en el espacio somatodendritico. Este
hecho estéd considerado como un marcador de enfermedades neurodegenerativas (Braak et

al., 2011), (Esquema 4).

Condiciones fisiologicas ~ Condiciones patologicas

/
Menor concentracion
de Tau ’

Mayor concentracion
de Tau

FEsquema 4.- Distribucion fisiologica y patoldgica de Tau en neuronas. (Scholz y Mandelkow,
2014).

Aunque Tau es una proteina principalmente citosolica, su presencia en el nicleo se
describié en los anos 90 (Loomis et al, 1990). En el nucleo, la proteina Tau suele estar
asociada con el componente fibrilar denso del nucledlo durante la interfase y con las
regiones organizadoras nucleolares de los cromosomas mitéticos (NORs), donde se localizan
los genes responsables de la biogénesis de los ribosomas (del ARN,) durante la

transcripcién y la divisién celular, respectivamente (Sjoberg et al, 2006). También se
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encuentra unida a cadenas sencillas o dobles de ADN en una forma dependiente de
agregacion, de manera que cuando Tau se encuentra formando agregados pierde su
interaccion con el ADN. Esta interaccién con el ADN lo protege frente a la

desnaturalizacién in vitro (Hua y He, 2002, 2003).

Recientemente se ha detectado la presencia de Tau en el espacio extracelular. La
posibilidad de que las patologias originadas por Tau se produzcan por difusién de la proteina
o de sus agregados a células sanas cercanas, como ocurre en las enfermedades causadas por
priones, estd siendo objeto de numerosos estudios (Hanger et al, 2014; Medina y Avila,

2014).

2.4. Funciones de Tau

Inicialmente, la tnica funcién que se atribuia a Tau era la de promover la
polimerizacién y estabilizaciéon de los microtibulos (Weingarten et al, 1975). Pero el hecho
de que Tau interaccione con gran variedad de proteinas hace que participe en la regulacién

de muchos procesos celulares.

2.4.1. Interaccién de Tau con el citoesqueleto
En la célula, la mayor parte de Tau se encuentra unida a los microtibulos. Esta
interaccion es esencial para mantener la morfologia y la polaridad de la neurona (Caceres y
Kosik, 1990). Las neuronas son células muy vulnerables a la inestabilidad de su citoesqueleto
debido a que poseen una estructura altamente polarizada, por ello, los procesos que modifican
el estado fisiologico de Tau y alteran su uniéon con los microtiibulos, perjudican finalmente

al citoesqueleto e incluso a la viabilidad celular (Hanger et al, 2014).

La asociacién de Tau a los microtiibulos constituye también un mecanismo de
regulacion del transporte axonal. El transporte a través del axén estd mediado por dos
familias de proteinas motoras denominadas quinesinas y dineinas. La orientacién uniforme
de los microtiibulos en el axén permite la polarizacién del transporte de manera que las
quinesinas llevan a cabo el transporte anterégrado (soma-terminal sindptica), mientras que
las dineinas realizan el transporte retrégrado (terminal sinéptica-cuerpo neuronal), (Vale,
2003; Welte, 2004). Tau puede interferir con la unién de las proteinas motoras a los

microtibulos, lo cual proporciona un mecanismo de regulacién espacio-temporal del
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transporte axonal. Mientras que las moléculas de dineina tienden a revertir el sentido de su
movimiento en aquellas regiones de los microtibulos enriquecidas en moléculas de Tau, las
de quinesina son méas proclives a separarse de los mismos en tales areas (Dixit et al., 2008).
Esta observacion, unida a la existencia de un gradiente de Tau a lo largo del axén, ha
permitido proponer un modelo en el que las elevadas concentraciones de Tau en regiones
préximas a la terminal sinaptica facilitarian la liberacion de la carga transportada por las
dineinas, mientras que las menores concentraciones de Tau en el soma permitirian a las
quinesinas unirse a los microtibulos e iniciar el transporte anterégrado (Mandell y Banker,
1996). Este modelo concuerda con el hecho de que la sobreexpresién de Tau en células
neuronales y no neuronales altere no sélo la morfologia celular, sino también la distribucién
subcelular de varios organulos que necesitan su reparto a través del transporte axonal

mediado por quinesinas (Ebneth et al., 1998; Trinczek et al., 1999).

2.4.2. Tau y senalizacién celular
Numerosos estudios muestran que Tau puede actuar como proteina de anclaje
postsinaptico, regulando la localizacién y la actividad de la familia de las proteinas tirosina
quinasas Src, c-Src y Fyn, y facilitando los reordenamientos con actina mediados por c-Src.
En el caso de Fyn, se ha sugerido que Tau une esta quinasa al complejo de senalizacién

compuesto por el receptor NMDA y PSD-95 (Mietelska-Porowska et al., 2014).

Tau también puede regular cascadas de senalizacion intracelular implicadas en el
desarrollo neuronal. Se ha mostrado que facilita la senalizacion mediada por los receptores
de NGF y EGF en células PC-12, incrementando la actividad de la ruta de las MAPKs, y
favoreciendo asi las etapas de iniciacién y elongacién de las neuritas en este modelo (Leugers
y Lee, 2010). Puesto que se desconoce la capacidad de interaccién directa de Tau con los
receptores de factores de crecimiento anteriormente citados, se ha propuesto que la activacién
de esta ruta podria estar mediada por la interaccion de Tau con los dominios SH-3 de

proteinas adaptadoras del tipo de Grb-2 (Reynolds et al, 2008).
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2.4.3. Funcién de Tau en ntcleo
Estudios realizados en células no neuronales atribuyen a Tau un importante papel en
la conformacién de la estructura del nucledlo y en la heterocromatizacion de los genes
ribosomales (Sjoberg et al., 2006; Rossi et al., 2008). Pero la funciéon de Tau en el nicleo de
la neurona se desconoce, aunque se ha sugerido que puede tener un papel protector del ADN
(Sultan et al, 2011).
Por otra parte se ha sugerido que Tau podria participar en la biogénesis de los

ribosomas y la transcripcién del ARN ribosémico (Thurston et al., 1996).

2.5. Modificaciones postraduccionales de Tau

El conjunto de cambios quimicos que tienen lugar en una proteina una vez sintetizada
se conoce con el nombre de modificacién postraduccional. Estas modificaciones tienen
importantes efectos moduladores y pueden conllevar a la ganancia o pérdida de la funcién
biolégica de la proteina, alterar su localizacién celular y su capacidad para interaccionar con
otras proteinas o determinar que la proteina debe ser degradada (Hunter, 2007).

Tau puede sufrir varias modificaciones postraduccionales, algunas de las cuales serian
las responsables de provocar la pérdida de su funcién fisiolégica y la ganancia de sus
caracteristicas patolégicas (Martin et al, 2011; Kolarova et al, 2012). La modificacién
postraduccional de Tau mas estudiada es la fosforilacion, fundamentalmente en residuos de
serina y treonina, aunque también se ha descrito este tipo de modificaciéon en residuos de
tirosina (Lee et al, 2004; Togo et al, 2004). Adem&s, Tau puede ser modificada por
acetilacion (Min et al, 2010; Cohen et al, 2011), glicacién (Ledesma et al, 1994),
isomerizacién (Miyasaka et al, 2005), nitracién (Horiguchi et al, 2003; Reyes et al., 2008)
SUMOilacién (Dorval y Fraser, 2006), glicosilacién por N-acetil glucosamina (O-GlecNAc)
(Arnold et al, 1996), ubiquitinacién (Cripps et al, 2006) y protedlisis (Liu et al, 2011;

Reifert et al, 2011).
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2.5.1. Fosforilacién de Tau

Tau es una fosfoproteina (Cleveland et al., 1977b) y su funcién biolégica esta regulada
por fosforilacion. Aproximadamente una quinta parte de los aminoicidos de Tau son
susceptibles de ser fosforilados, ya que contiene 45 residuos de serina, 35 de treonina y 5 de
tirosina (Goedert et al., 1989a), y aproximadamente 30 de ellos se han encontrado fosforilados
en condiciones fisiologicas (Lee et al., 2001). La fosforilacién fisiolégica de Tau cambia con
el estado de desarrollo. Asi, la forma fetal de Tau se encuentra mas fosforilada en el embrién
que en el SNC de adulto, y el grado de fosforilacién de las seis isoformas decrece con la edad,
probablemente debido a una mayor activaciéon de fosfatasas (Wang y Liu, 2008).

Las proteinas quinasas que fosforilan a la proteina Tau se pueden dividir en tres
grupos:

o Las quinasas dirigidas por prolinas: que reconocen y fosforilan residuos de
serina, o treonina seguidos de prolina. Sus dianas en Tau se encuentran
principalmente en la region rica en prolina. En este grupo se encuentra la
GSK-3 (Ishiguro et al, 1993; Godemann et al, 1999), la cdk-5 (Dhavan y
Tsai, 2001) o las MAPKSs (Roux y Blenis, 2004).

e Las quinasas no dirigidas por prolinas: no requieren reconocimiento de
ninguna secuencia y fosforilan a Tau fundamentalmente en el dominio de
unién a microtibulos. Entre ellas se distinguen la PKA (Raghunandan y
Ingram, 1995) y las MARKs (Matenia y Mandelkow, 2009).

e Las tirosina quinasas: que fosforilan los residuos de tirosina presentes
principalmente en la regiéon N-terminal de Tau. Entre ellas encontramos a

Fyn, Abl y Syk (Noble et al., 2013).

2.5.1.1. Familia de las MAPKs

Las células reconocen y responden a cambios tanto fisicos como quimicos que se
producen en el ambiente mediante las distintas vias de senalizacién que poseen. Las proteinas
quinasas que ayudan a transferir las sefales desde el exterior al interior celular son las
quinasas activadas por mitégenos (MAPKs). Esta familia de quinasas estd involucrada en
la regulacién de la expresién génica, la mitosis, la diferenciacién, la supervivencia y la
muerte celular (Brown y Sacks, 2008). Hasta la fecha se han caracterizado 4 subfamilias de
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MAPKSs en mamiferos (Esquema 5):

1) Las quinasas activadas por mitégenos de 38 kDa o p38 MAPK «, B, 8, v.

\V]

) Las quinasas reguladas por senales extracelulares 1 y 2 o ERK 1/2.

3) La quinasa regulada por sefiales extracelulares 5 o ERK-5.

4) Las quinasas del extremo N-terminal de c-Jun 1,2y 3 0 JNK-1/2 / 3.

Todas ellas comparten la misma estructura de sefializacién consistente en 3 modulos
conservados que se activan de manera secuencial, las MAPKK quinasas (MAPKKKs), las
MAPK quinasas (MAPKKSs) y finalmente las MAP quinasas (Pimienta y Pascual, 2007).
Las MAPKKKs son serina/treonina quinasas que se activan en respuesta a un estimulo
extracelular, normalmente a través de la fosforilacion y/o por su interaccién con las proteinas
asociadas a GTP de las familias de Ras o Rho, (Dan et a/, 2001). También pueden activarse
por fosforilacién de una MAPKKKK anterior, por oligomerizacién y por redistribucién
celular (Zhang y Dong, 2007). Las MAPKKs se activan por fosforilacién de la MAPKKK
correspondiente y una vez activa fosforila al siguiente moédulo, el de las MAPKs. Estas
MAPKKSs son treonina/tirosina quinasas de especificidad dual que reconocen y fosforilan a
las MAPKs (Gartner et al, 1992; Raman et al, 2007). Una vez activadas, las MAPKs
fosforilan a sus sustratos en las serinas y treoninas seguidas por prolinas, que son en su
mayoria factores de transcripcién, aunque también actian sobre otras quinasas o proteinas
asociadas al citoesqueleto (Goedert et al., 1997a).

Las MAPKSs pueden ser activadas por una gran variedad de estimulos diferentes, pero
en general, las ERKs se activan preferentemente en respuesta a factores de crecimiento y
ésteres de forbol, mientras que las JNKs y las p38 quinasas responden a estimulos de estrés
que van desde el choque osmoético y la radiacién ionizante a la estimulaciéon por citoquinas

(Pearson et al., 2001).
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FEstimulos Mitogenos, Factores de crecimiento, Estrés, Citoquinas
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SAP-97... . cmyc..

Esquema 5.- Ruta de las proteinas quinasas activadas por mitégenos o MAPKs. (Sabio y

Davis, 2014).

2.5.1.1.1. p38 MAPKs

La subfamilia p38 MAPKs (a partir de ahora se denominardan como p38s) estd
formada por al menos, cuatro proteinas homélogas diferentes: la p38a o SAPK-2A (Lee et
al., 1994), la p38B o SAPK-2B (Cuenda et al, 1995), la p38y, conocida también como
SAPK-3 o ERK-6 (Cuenda et al, 1997) y la p386 o SAPK-4 (Kumar et al., 1997; Goedert
et al, 1997b). Esta subfamilia se puede dividir, a su vez, en dos grupos, por una parte
p38a vy p38B y por otra parte p38y y p386. Esto se debe en primer lugar, a la identidad de
su secuencia de aminodcidos: p38a y p38B son idénticas en un 75 %, mientras que p38y y
p386 son un 70 % anéalogas entre ellas y un 62 % y 61 % idénticas a p38a, respectivamente
(Cuenda y Rousseau, 2007); y en segundo lugar, por sus susceptibilidades a los compuestos
SB203580 y SB202190, las p38a y p38P son inhibidas por ellos, mientras que p38y y p386
no se ven afectadas (Cuenda y Rousseau, 2007). Estas quinasas son muy ubicuas, ya que
todas las isoformas se expresan en la mayoria de los tejidos (Goedert et al., 1997a).

Junto a las JNKs, las p38s forman un grupo de quinasas conocidas como proteinas
quinasas activadas por estrés (SAPKs), ya que como su nombre indica, se activan por
diferentes tipos de estreses celulares, como el estrés ambiental, el choque osmético, el

choque térmico, la radiacién ultravioleta, entre muchos otros. También se activan en
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respuesta a lipopolisacaridos bacterianos, inhibidores de sintesis proteica o de citoquinas
inflamatorias (Cuenda y Rousseau, 2007).

Una vez activadas, las p38s pueden fosforilar a un gran nimero de sustratos entre
los que se encuentran proteinas quinasas, como MAPKAPK-2 y 3 (Sudo et al, 2005);
factores de transcripcion como ATF-2, MEF2C o p53 (Wu, 2004); proteinas del
citoesqueleto, componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas (Cuenda y Rousseau,
2007); y a otras proteinas entre las que se encuentran cdc25 y la propia proteina Tau
(Reynolds et al, 1997; Goedert et al., 1997a; Risco y Cuenda, 2012). Por lo tanto, entre las
funciones principales de las p38s figuran la regulacion transcripcional, la progresion del
ciclo celular, la remodelacién de la cromatina, el procesamiento y la estabilidad del ARN,,

la reorganizacién del citoesqueleto o la diferenciacion y migracién celular.

2.5.1.1.2. ERK 1/2

La ruta de las proteinas quinasas reguladas por senales extracelulares o ERKs fue la
primera via de las MAPKs de mamiferos que se descubri6 (Marshall, 1995; Kyriakis y
Avruch, 2001) y, por ello, es también conocida como la ruta clésica de las quinasas activadas
por mitégenos. Se han descrito cinco proteinas ERK (1-5) a las que se han clasificado en tres
subfamilias diferentes, ERK 1/2, ERK 3/4 y ERK-5 (Raman et al, 2007).

Las ERK 1/2, de 44 y 42 kDa respectivamente, comparten un 83 % de homologia en
su secuencia de aminoédcidos y se expresan en todos los tejidos (Roux y Blenis, 2004). Se
activan por distintos estimulos entre los que se encuentran los factores de crecimiento, las
citoquinas, la insulina, el estrés osmético, los ésteres de forbol y la desorganizacién de los
microttibulos (Roux y Blenis, 2004).

Muchas proteinas citoplasmaticas son sustratos de estas quinasas, como la p90rsk,
la fosfolipasa A-2, el receptor de EGF, ademas de las proteinas asociadas a microtibulos
MAP- 1 y 2 y Tau (Buee et al, 2000). Por otra parte también fosforilan a factores de
transcripcién como Elk-1, c-myc o las proteinas STAT (Brown y Sacks, 2008). Por ello,
estas quinasas estan implicadas en procesos de crecimiento y proliferacién celular a través
de su papel como regulador génico (Wang, 2007a) y del centro organizador de
microtubulos durante la fase M del ciclo celular (Verlhac et al, 1993). Esta ruta de

senalizacién participa igualmente en la respuesta al estrés celular y en procesos de muerte
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celular inhibiendo la activacion de proteinas proapoptoéticas como Bcl-2 y la quinasa

asociada a muerte DAPK (Roskoski, 2012).

2.5.1.1.3. JNKs

Las proteinas quinasas JNKs, también conocidas como SAPKs (stress-activated
protein kinases), constituyen una subfamilia de MAPKs cuyo primer miembro fue
identificado en 1990 como una nueva Ser/Thr quinasa activada por cicloheximida (Kyriakis
y Avruch, 1990). Algunos anos mas tarde, se descubri6 que esta quinasa se unia al extremo
amino terminal del factor de transcripcién c-jun y lo fosforilaba en los residuos Ser-63 y
Ser- 73, aumentando su actividad transcripcional (Hibi et al, 1993; Derijard et al, 1994).
Estdn codificadas por tres genes diferentes denominados jnkl, jnk2 y jnk3. El
procesamiento alternativo de estos tres genes produce 10 o mas isoformas distintas de las
JNKs. Las isoformas caracterizadas son la JNK-1, JNK-2 y JNK-3, que comparten una
homologia de aminodcidos de hasta el 85 % en mamiferos (Pearson et al, 2001). Estas
proteinas tienen pesos moleculares de 46 kDa (JNK-la, JNK-2a) y 54 kDa (JNK-1pB,
JNK-2B), mientras que las isoformas de JNK-3 tienen pesos moleculares de 48 kDa la
JNK-3a y 57 kDa la JNK-3B. Las JNK-1 y JNK-2 se expresan de forma ubicua mientras
que la expresién de la JNK-3 tiene lugar principalmente en el cerebro (Davis, 2000).

La ruta de las JNKs se activa en respuesta a diferentes estimulos externos como
estrés oxidativo y osmético, la radiacién ultravioleta, el choque térmico, las citoquinas
inflamatorias, ausencia de factores de crecimiento, agentes que dafian al ADN e inhibidores
de la sintesis de proteinas (Widmann et al, 1999).

El principal sustrato de las JNKs es el factor de transcripcién inducible c-jun,
aunque también fosforilan a otros factores de transcripcion como son ATF-2, NFATcl,
STAT-3 y Elk-1. La fosforilacion de estos factores de transcripciéon por las JNKs afecta a
su actividad transcripcional y a la expresion de aquellas proteinas cuyo nivel de
transcripcién regulan (Roux y Blennis, 2004). Ademads, las JNKs fosforilan sustratos no
nucleares, como a Tau (Goedert et al, 1997a; Yoshida et al., 2004), a la ligasa E3 (Gao et
al., 2004) y proteinas mitocondriales como los miembros de la familia Bcl-2 (Bogoyevitch,
2006), indicando que las acciones de las JNKs se extienden més alla de la regulacién de la

transcripcion.



Introduccion

Las JNKs participan en muchos y diferentes procesos celulares e incluso su funcién
puede depender del contexto celular. Asi, las JNKs regulan tanto la proliferacion y
supervivencia celular (Zhang y Liu, 2002), como la apoptosis (Wada y Penninger, 2004),
participan en la organogénesis durante el desarrollo embrionario, controlan la respuesta
inmune al regular la expresién de citoquinas (Sabapathy et al, 1999), la migracién celular
(Nishina et al, 2003) y la integridad del citoesqueleto (Huang et al, 2004).

En el sistema nervioso se ha demostrado su implicacién en procesos como la
plasticidad y la formacién de neuritas, la regeneracién neuronal y en los procesos de

excitacion neuronal, aprendizaje y memoria (Haeusgen et al, 2009).

2.5.2. Protedlisis de Tau
Al estar nativamente desplegada, Tau es diana de varias proteasas como tripsina,
quimiotripsina u otras proteasas enddgenas, entre las que destacan las calpainas y las

caspasas (Wang et al, 2010), (Esquema 6).

Proteasa tipo Casp-6
Casp-6 Casp-3 Calpaina  trombina Ca.sp-6\ . Casp-3
D13 l( D25 R230 l K257 D402 D421
4R2N Nt I COOH
T Kid v197T E391 441 aa
Calpaina Quimotripsina Proteas'a,
desconocida
L L )
Dominio de proyeccién Dominio de unién a
microtibulos

FEsquema 6.- Representacion esquemdtica de los sitios de corte de las distintas proteasas
que actian sobre la proteina Tau. (Wang et al., 2007b). (D: residuo de aspético, K: lisina, Y: tirosina,
R: arginina y E: glutdmico).

2.5.2.1. Caspasas
Las caspasas pertenecen a una familia altamente conservada de cistein proteasas
que proteolizan sus sustratos después de un residuo de acido aspartico. Las caspasas son
sintetizadas como zimégenos inactivos, los cuales contienen un prodominio en el extremo
N-terminal, una subunidad grande (denominada p20) y otra mé&s pequeiia (denominada
pl0). La activacién requiere el procesamiento proteolitico entre los dominios, seguido de la
asociacion entre las subunidades grande y pequefia para formar un heterodimero. Este

procesamiento tiene lugar en los sitios de corte para caspasas, es decir, a continuacién de
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un residuo de acido aspartico, lo cual permite que sea llevado a cabo por otras caspasas.
Todas las especies de caspasas activas conocidas estan formadas por la unién de dos
heterodimeros, con dos sitios cataliticos que parecen funcionar de manera independiente
(Khan y James, 1998; Crawford y Wells, 2011), (Esquema 7-A).

Ademas del residuo de aspéartico, las caspasas utilizan el reconocimiento de cuatro
aminoacidos en la zona amino terminal al sitio de corte (Esquema 7-B). Este tetrapéptido
de reconocimiento difiere sustancialmente entre las caspasas, lo cual explica en gran parte

su enorme versatilidad funcional (Crawford y Wells, 2011).

A Prodominio p20 pl0
zimsgeno [N e b
Asp Asp
Sitio catalitico [

P Tetrdmero con 2
Heterodimero

sitios cataliticos

B Enlace proteolizado

I
i g
Sustrato +Hi:N-P4-P3-P2-P 1-C-EN-P1 -P2’-P3’-P4’-CO0O

it
Heterodimero - O ! -

de caspasa
Sitio activo Sitio activo

FEsquema 7.- Representacion de la activacion de las caspasas y del reconocimiento del sitio de
corte en el sustrato por el centro activo de las caspasas.

Hasta la fecha se han identificado 15 caspasas en mamiferos, de las cuales 11 se han
encontrado en humanos (Venero et al, 2013). Teniendo en cuenta su funcién y la posicién
que ocupan en la cascada apoptotica, las caspasas se dividen en:

e Caspasas inflamatorias: se trata de caspasas implicadas en procesos de activacién
de citoquinas. Se caracterizan por la presencia de largos prodominios que contienen
dominios de reclutamiento de caspasas o dominios CARD. Tienen preferencia por

triptofano o leucina en la posicion P4. Entre ellas, se encuentran las caspasas inflamatorias
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1, 4,5, 11,12, 13 y 14.

e Caspasas iniciadoras: al igual que las anteriores, contienen largos prodominios, pero
tienen preferencia por residuos de leucina o valina en la posicion P4. Pueden contener bien
un dominio efector de muerte o dominio DED como es el caso de las caspasas 8 y 10, o
bien un dominio de tipo CARD, como las caspasas 2 y 9. Este tipo de dominios posibilitan
su interaccién con moléculas adaptadoras.

e Caspasas ejecutoras: se caracterizan por presentar prodominios cortos y tienen
preferencia por acido aspartico en la posicién P4. Los integrantes clasicos de este grupo
son las caspasas 3, 6 y 7.

Las caspasas iniciadoras procesan las formas inactivas de las ejecutoras y éstas, una
vez activadas, procesan diversos sustratos celulares, que conducen a las distintas vias de la
apoptosis (Crawford y Wells, 2011).

Ademés de mediar en la respuesta inmune (Chowdhury et al, 2008) y de participar
en los procesos de muerte celular por apoptosis, las caspasas también regulan el desarrollo
embrionario, la homeostasia y la diferenciacién celular, los procesos de nucleaciéon asociados
a tipos celulares concretos o la espermatogénesis (Yiy Yuan, 2009). Debido a esta diversidad
funcional, los sustratos de caspasas son también muy variados (méas de 1000). La protedlisis
de los mismos hace que puedan perder, ganar o modificar su funcién o participar en
mecanismos de retroalimentacion positiva o negativa de la actividad de estas proteasas
(Crawford y Wells, 2011).

Tau es sustrato de las caspasas 3 y 6 (Kolarova et al, 2012). Aunque no esta claro
todavia dénde cortan, innumerables evidencias sefialan a la caspasa 3 como la responsable
principal de la protedlisis de Tau en el residuo aspartico-421 (Asp-421) (Canu et al., 1998;
Fasulo et al., 2000), sitio donde también cortan las caspasas 1, 6, 7y 8 in vitro (Gamblin et
al., 2003; Guillozet-Bongaarts et al, 2006; Wang et al., 2007b). Caspasa 3 también parece
que proteoliza a Tau en su extremo N-terminal, en la posicion Asp-25 (Rohn et al., 2002).
Por otra parte, caspasa 6 parece cortar a Tau tanto en su extremo N-terminal (Asp-13)
como en el C-terminal (Asp-402 y/o Asp-421), (Wang et al, 2007b; Wang et al, 2010;

Kolarova et al., 2012).
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2.6. Patologias asociadas a Tau

Desde su descubrimiento como proteina asociada a microtibulos, Tau ha despertado
un creciente interés en la comunidad cientifica. Esto se debe a que esta proteina esta
implicada en la patogenia de diversos trastornos neurodegenerativos (Avila et al, 2004).
Estas enfermedades, denominadas de manera general como tauopatias (tabla 1), se
caracterizan por el depésito patolégico de Tau en células nerviosas como resultado de un
metabolismo alterado de la proteina. De entre todas, la tauopatia més estudiada, por su
elevada prevalencia en la poblacion, es la enfermedad de Alzheimer, en la que Tau se deposita
en forma de agregados intracelulares conocidos como ovillos neurofibrilares (NFTs), cuyo

componente fundamental es la proteina hiperfosforilada y proteolizada.

Isoforma de Tau Trastorno neurodegenerativo
Enfermedad . . .
implicada asociado
Enfermedad de Pick 3R Demencia y sindrome cortical focal
Parilisis supranuclear
. 4R Parkinsonismo atipico
progresiva
Degeneracién corticobasal 4R Sindrome cortical focal y parkinsonismo
Demencia frontotemporal y
parkinsonismo ligado al 3R y 4R Demencia y psicosis
cromosoma 17 (FTDP-17)
Enfermedad de Alzheimer 3Ry 4R Demencia

Tabla 1. Clasificacion de las principales tauopatias.

3. Enfermedad de Alzheimer

En 1906, el psiquiatra y neurdlogo alemén Alois Alzheimer expuso de manera
publica el primer caso de lo que hoy se conoce, en su honor, como la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Alzheimer et al, 1907; Alzheimer et al, 1995). La EA es un complejo
proceso neurodegenerativo que provoca el deterioro de las células de cerebro, produciendo
pérdida de memoria y de las funciones cognitivas del individuo sin que afecte a su estado de
consciencia. Es la forma més comtn de demencia y se caracteriza por un desarrollo lento y
gradual que empeora con el envejecimiento, presentandose mayoritariamente en personas de
mediana y avanzada edad. Las lesiones especificas de la enfermedad se localizan en
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neuronas de areas bien definidas del cerebro, fundamentalmente en el hipocampo y en la
amigdala, aunque pueden extenderse a otras zonas de la corteza cerebral, en particular a
los 16bulos frontales (Holtzman et al, 2011). Estas lesiones convergen en un dano oxidativo
e inflamatorio, un fallo energético neuronal y en la pérdida de sinapsis.

Desde un punto de vista patoldgico, la EA se caracteriza por la presencia de placas
seniles o amiloides, de NFTs y degeneracion axonal en las regiones cerebrales afectadas. Las
placas seniles son depédsitos extracelulares del péptido B-amiloide que se producen por la
protedlisis de la proteina precursora de B-amiloide (PPA). Los NFTs son agregados
intracelulares, altamente insolubles, formados principalmente por Tau hiperfosforilada y
proteolizada. Por otra parte, aunque la EA claramente produce una pérdida de neuronas en
regiones especificas del cerebro, la gran pérdida en el peso y el volumen del cerebro, que se
observa en los pacientes con Alzheimer, parece ser debida a la contraccién y la pérdida de
los procesos neuronales. De hecho, la pérdida de sinapsis y de espinas dendriticas se
correlaciona mejor con la pérdida cognitiva observada en la EA, que la pérdida de las

neuronas (Querfurth y LaFerla, 2010; Huang y Mucke, 2012).

3.1. Etiopatogénesis

La EA es una enfermedad multifactorial y heterogénea (Igbal y Grundke-Igbal, 2008).
En la gran mayoria de los casos, la enfermedad probablemente se debe a una combinacién
de varios factores, como la edad, la genética y factores ambientales que afectan a una o mas
rutas de senalizacion celular especificas (Glenner y Wong, 1984; Blennow et al., 2006; Igbal
y Grundke-Igbal, 2008).

La edad es el principal factor de riesgo. En funcién de la edad a la que se inicia la
enfermedad, la EA se clasifica en presenil o de inicio precoz y la senil o inicio tardio. La EA
presenil es extremadamente rara, representa sélo el 2 % de los casos. Se desarrolla entre los
30 y 60 afios, tiene una evolucién rapida y méas de la mitad de los casos tienen un caracter
genético. La EA senil aparece después de los 65 anos, es la méas frecuente, se desarrolla
lentamente y en la mayoria de los casos es esporadica.

Desde un punto de vista genético, la EA se divide en EA familiar y esporadica. La
EA familiar es rara, sélo estd presente entre un 5-10 % de los casos, y en menos del 1 % de

los casos la enfermedad estd asociada a mutaciones en el gen del precursor de la proteina
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amiloide (APP), en el gen de la presenilina-1 (PSENI o PSI), en el gen de la presenilina-2
(PSEN2 0 PS2) y en el gen de la apolipoproteina-E (APOE). Se hereda de forma autosémica
dominante y produce alteraciones que en la mayoria de los casos coinciden con las
encontradas en la EA presenil (Maccioni et al., 2001). La EA esporadica, la cual comienza
en personas mayores de 65 afios, es el tipo mas comun.

Por otra parte, los factores ambientales y el estilo de vida que afecten al metabolismo
cerebral, como por ejemplo, la glucosa, el colesterol y las especies reactivas del oxigeno

pueden aumentar el riesgo de desarrollar esta enfermedad (Igbal y Grundke-Igbal, 2008).

3.2. Bases moleculares de la enfermedad de Alzheimer

Independientemente de la etiologia, de si estan implicados factores genéticos o no,
la EA se caracteriza por la presencia de placas amiloides en el espacio extracelular y de
NFTs en el interior de la neurona. Y en torno a estos agregados proteicos se han propuesto
dos hipétesis que tratan de explicar las bases moleculares de la aparicion y del desarrollo

de la EA.

3.2.1. Hipotesis de la cascada B-amiloide
La cascada B-amiloide fue la primera hipotesis que se propuso para explicar las bases
moleculares de la EA. Esta hipotesis postula que el aumento en los niveles y la subsiguiente
agregacion del péptido B-amiloide es el suceso primario que conduce a la patogénesis de la
EA. El resto de los procesos que participan en el desarrollo de la enfermedad, incluida la
formacién de los NF'Ts, resultarian del desequilibrio entre la produccién y la degradacién del

péptido B-amiloide (Hardy y Selkoe, 2002), (Esquema 8).
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FEsquema 8.- Hipdtesis de la proteina f-amiloide. (Irvine et al., 2008).

Entre las evidencias que apoyan esta hipotesis podemos destacar las siguientes:

— La localizacién del gen APP en el cromosoma 21. Esta evidencia se basa en el hecho
de que las personas con sindrome de Down (trisomia del cromosoma 21) desarrollan la EA
(Glenner y Wong, 1984).

— La presencia de mutaciones en los genes APP, PS-1 y PS-2 (Alonso Vilatela et
al., 2012; Gerrish et al., 2012).

— Estudios utilizando péptidos B-amiloide sintéticos, han demostrado que éstos son
toxicos en neuronas de hipocampo y corticales in vivo e in vitro (revisado en Carrillo-Mora
et al., 2014).

— Los ratones transgénicos que expresan la proteina PPA mutada humana presentan
elevados niveles del péptido B-amiloide en el espacio extracelular y desarrollan cambios

neuropatoldgicos y de comportamiento similares a los vistos en la EA (Schmitz et al., 2004).
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Esta hipétesis podria explicar el origen de la forma familiar y temprana de la EA
pero no puede explicar la aparicién de la forma esporadica y tardia de la misma. Por otra
parte, esta hipdtesis es inconsistente con varios hechos, entre los que cabe destacar que
cerebros procedentes de autopsias de personas de avanzada edad sanas, contienen placas
amiloides similares a las observadas en la EA y que ratones transgénicos que expresan formas
mutadas de las proteinas PPA, PS-1 y 2 acumulan multiples placas amiloides pero no
presentan NF'Ts ni sintomas neurodegenerativos. Ademas, el déficit cognitivo y los cambios
en la plasticidad sinaptica se observan en los pacientes mucho antes de la formacién de las
placas amiloides (Jacobsen et al, 2006) y su reduccién con inmunoterapia no mejora los
sintomas de la enfermedad de Alzheimer (Spires-Jones y Hyman, 2014).

Por todo ello, varios investigadores sugieren que la cascada del péptido B-amiloide no
tiene un papel central en los procesos neurodegenerativos observados en la EA y sostienen
que éstos se desencadenan como consecuencia de la toxicidad producida por Tau (Rapoport

et al., 2002; Roberson et al., 2007).

3.2.2. Hipétesis metabdlica y de cambios en la sefializacion celular

La EA es una enfermedad multifactorial que puede requerir una predisposicién
genética y la presencia de uno o mas factores ambientales. Por ello, muchos investigadores
piensan que la hipétesis de la cascada B-amiloide es muy simplista para explicar el inicio y
desarrollo de la EA.

Igbal y Grundke-Igbal propusieron la hipétesis metabdlica y de sefializacion celular
para explicar las bases moleculares de la EA. Esta hipdtesis es consistente con las
caracteristicas patoldgicas que se observan en la enfermedad, las placas amiloides y los NFTs,
y con todos los estudios experimentales realizados en animales transgénicos. Brevemente,
esta hipétesis postula que la fluidez de la membrana de la neurona se reduce con la edad.
Esto hace que la neurona sea mas sensible a cambios metabdlicos o ambientales que pueden
modificar diferentes rutas de senalizacién celular y provocar, en tultima instancia, la
hiperfosforilacién de Tau. Tau hiperfosforilada es capaz de secuestrar a la proteina Tau
fisiolégica y a las proteinas MAP-1 y 2 lo que provoca la desestabilizacién de los
microttibulos, la degeneracién progresiva de las neuronas y finalmente la demencia (Alonso

et al., 1997; Igbal y Grundke-Igbal, 2005, 2008), (Esquema. 9).
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FEsquema 9.- Hipdtesis de degeneracion neurofibrilar. (Igbal y Grundke-Igbal, 2008).

3.3. Tau v la enfermedad de Alzheimer

La fosforilacion de Tau, en aminoacidos especificos, regula tanto la funcién
fisiolégica como la patoldgica de la proteina. Cuando los niveles de fosforilaciéon de Tau son
los adecuados, ésta regula la estabilidad y dindmica de los microtubulos, el transporte
axonal y el crecimiento de las neuritas, entre otros procesos (de Ancos y Avila, 1993; Morris
et al., 2011). Sin embargo, en condiciones patolégicas, en las que existe un desequilibrio
entre la fosforilacién y desfosforilaciéon de Tau (se aumenta la actividad de las proteinas
quinasas y se reduce la actividad de las proteinas fosfatasas), la hiperfosforilacion de Tau

promueve la pérdida de unién a los microtibulos, con la consecuente desorganizaciéon de los
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mismos y la formacion de agregados filamentosos de Tau, e incluso la muerte celular

(Johnson y Stoothoff, 2004), (Esquema 10).

Fosforilacién fisiolégica Fosforilacién patolégica
-Tau #Tau @-Tau # Tau
Crecimiento de las neuritas Formacién de agregados
Transporte axonal Disfuncién de los microtibulos
Dinadmica de los microtibulos Muerte celular

FEsquema 10.- Funciones fisiologicas y patologicas de la fosforilacion de Tau. (Johnson y Stoothoff,

2004).

3.3.1. Hiperfosforilacion de Tau y degeneracién neurofibrilar

La primera descripcién de Tau hiperfosforilada como componente mayoritario de los
ovillos neurofibrilares se realiz6 en el ano 1986 (Grundke-Igbal et al, 1986; Ihara et al,
1986). Hoy en dia, aunque se ha avanzado mucho en el conocimiento de estos agregados
proteicos, se desconocen los mecanismos moleculares exactos que conducen a su formacion,

aunque se sabe que es un proceso multietapa que dura varios anos.

Las primeras especies anémalas de Tau que se forman en la neurona se corresponden
con pequernios agregados proteicos no fibrilares (Maeda et al, 2007). Estas estructuras
evolucionan infiltrandose por el soma, y ocasionalmente por el arbol dendritico proximal,
dando lugar a una mezcla de filamentos helicoidales apareados (PHF) y filamentos rectos
(SF), que se entrecruzan entre si para constituir los ovillos neurofibrilares (NFTs), (Igbal et
al., 2010). El nucleo de NFTs esta constituido por los dominios de unién a microttibulos,
mientras que la periferia se compone de una capa difusa desestructurada que comprende las
regiones amino y carboxilo terminal de las moléculas de Tau (Wischik et al., 1988a; Wischik

et al., 1988b).

Como se ha mencionado anteriormente, dos de las funciones principales de Tau son
promover y mantener la estructura de los microtiibulos, las cuales estan reguladas por su
grado de fosforilacion. Los niveles de Tau total en cerebros sanos o con Alzheimer son

practicamente los mismos, pero los cerebros de los pacientes con Alzheimer contienen del
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orden de 4 a 8 veces més proteina Tau anormalmente hiperfosforilada. Aproximadamente el
40 % de Tau hiperfosforilada esté presente en el citosol y no formando parte de los PHF's o

de los NFTs (Igbal et al, 2010).

Tau polimerizada en los NFTs es aparentemente inerte, sin embargo, la Tau
hiperfosforilada presente en el citosol no sélo es incapaz de unirse a tubulina y de promover el
ensamblaje de los microtibulos, sino que también inhibe el ensamblaje y desorganiza los
microtibulos ya formados. Este efecto se debe a la capacidad que tiene Tau hiperfosforilada
de interaccionar y secuestrar a otras moléculas de Tau no hiperfosforiladas y a otras
proteinas asociadas a microttibulos como las MAP-1 y MAP-2 (Igbal y Grundke-Igbal, 2008),
impidiendo, de esta forma, su funcién. Estas funciones patologicas de Tau solo son atribuibles
a que la proteina estd anormalmente hiperfosforilada, ya que cuando se desfosforila adquiere
sus funciones fisioldgicas normales. Por otra parte, cuando los NFTs se desfosforilan in vitro
se produce la disgregacién de los mismos y la liberacién de una proteina Tau funcional capaz

de promover el ensamblaje de los microttibulos (Wang et al., 1995).

En conclusion, las dos caracteristicas que posee la proteina Tau anormalmente
hiperfosforilada en la EA son su capacidad de secuestrar a las MAPs funcionales y
desorganizar los microtibulos y su capacidad de autoensamblarse para formar los PHFs y

los NFTs.

3.3.1.1. Sitios de fosforilacién de Tau y Tau quinasas

En la EA, al menos 38 residuos de serina/treonina de Tau estan fosforilados. La
mayoria se encuentran en la region rica en prolina presente en el dominio de proyeccién
(Thr-181, Ser-199, Ser-202, Thr-205, Thr-231 y Ser-235, entre otros), aunque también se
encuentran en la regién de unién a microtibulos (Ser-262) y en las regiones N-terminal
(Thr-50 y Thr-69, entre otros) y C-terminal de Tau (Ser-396, la Ser-404 y la Ser-422, entre
otros), (Morishima-Kawashima et al., 1995; Hanger et al., 1998; Gong et al., 2005; Wang y
Liu, 2008; Hanger et al, 2009). Estudios realizados in wvitro han mostrado que la
fosforilaciéon de Tau en los residuos Ser-262, Thr-231 y Ser-235 inhiben su unién a
microtibulos en un 35 %, 25 % y 10 %, respectivamente (Sengupta et al, 1998). Otras
investigaciones sefialan que los aminoacidos Thr-181, Ser-199, Ser-202, Thr-205, Thr-212,

Thr-231, Ser-235, Ser-356 y Ser-422 son los sitios claves de fosforilacion que convierten a
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Tau en un molécula inhibitoria que secuestra otras MAPs para formar los depdsitos
insolubles y que los residuos Ser-396 y Ser-404 fosforilados promueven la agregacién en
filamentos (Alonso et al, 2001).

Todavia no se sabe muy bien qué proteinas quinasas contribuyen a la fosforilacion
patologica de Tau, aunque pueden ser las mismas que producen su fosforilacién fisiologica
(Morishima-Kawashima et al., 1995, Hanger et al., 1998). Entre estas quinasas, la GSK-3, la
cdk-5 y las MAPKs son las grandes candidatas ya que se encuentran en elevadas
concentraciones en cerebros con EA, estdn presentes en todas las fases de la patologia
neurofibrilar (Drewes et al, 1992; Pei et al, 1998; Pei et al, 1999) y colocalizan con las
placas de amiloide y con los NFTs (Allen et al, 2002; Savage et al., 2002). Algunos autores
han relacionado la activaciéon de las ERK 1/2 con la hiperfosforilacién de la proteina Tau
(Buee et al., 2000; Ferrer et al., 2001; Kim et al,, 2011). Tau es un sustrato in vitro de estas
quinasas (Drewes et al., 1992) y se sabe que el residuo Ser-422 puede ser fosforilado in vitro
por ERK-2, pero no por GSK-33 (Hasegawa et al, 1996). Las ERK 1/2 fosforiladas, y por
tanto activas, colocalizan con los depositos tempranos neurofibrilares en regiones especificas
de cerebros de pacientes de Alzheimer (Pei et al, 2002). Por otra parte, se ha sugerido que
uno de los mecanismos que explicaria la accién toxica del péptido B-amiloide en neuronas
del hipocampo estaria mediado por la activacién secuencial de ERK 1/2 y de la caspasa 3
(Chong et al, 2006). Ademéas, en el mismo modelo celular y en respuesta al mismo
estimulo, la fosforilacién de los residuos Ser-199/Ser-202 de Tau estd mediada por la ruta
de ERK 1/2 y es parcialmente responsable de los fenémenos de degeneracién que se

observan en las células tratadas con el péptido B-amiloide (Rapoport y Ferreira, 2000).

La proteina Tau es sustrato de las p38 MAPKSs, y se fosforila in vitro por los
miembros de esta familia de quinasas en residuos que se encuentran hiperfosforilados en los
PHFs (Reynolds et al, 1997; Goedert et al, 1997a). Ademés de ser mejor sustrato de las
isoformas p38y y p383, la fosforilacién mediada por estas dos quinasas reduce la capacidad
de Tau para promover el ensamblaje de microttibulos in vitro (Goedert et al., 1997a). Existen
trabajos en los que se demuestra que en modelos celulares transfectados con Tau y con las
correspondientes quinasas activas, éstas fosforilan a Tau en respuesta a estrés hiperosmotico

(Jenkins et al, 2000; Buee-Scherrer y Goedert, 2002). En células de neuroblastoma, la
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sobreexpresién de p38y, pero no de las demaés isoformas, induce la fosforilacion de Tau, a la
vez que disminuye la cantidad de Tau unida al citoesqueleto y aumenta la soluble (Jenkins
et al., 2000). Adicionalmente, se ha descrito que el residuo Thr-50 de Tau es fosforilado por
la isoforma p388 en respuesta a estrés hiperosmoético, resultando esta modificacién en un
incremento de la capacidad de Tau para promover la polimerizacién de tubulina tanto in

vitro como in vivo (Feijoo et al., 2005).

Se ha puesto de manifiesto en diversos estudios que la implicacién de la ruta de JNK
en la regulacion de la fosforilaciéon de Tau. Se sabe que Tau es susceptible de ser
fosforilada in vitro por diferentes isoformas de esta familia de proteinas (Reynolds et al,
1997; Goedert et al., 1997a; Yoshida et al, 2004). El resultado funcional de este fenémeno
es la disminuciéon de su capacidad de promocién del ensamblaje de los microtibulos
(Yoshida et al, 2004). Trabajos realizados tanto en modelos celulares de neuronas de
hipocampo como en un modelo de ratén de EA in vivo han demostrado que estas quinasas
estan implicadas en la fosforilacion de los residuos Ser-202/205 y Ser-422 de Tau (Vogel et

al., 2009; Ploia et al., 2011).

3.3.2. Protedlisis de Tau por caspasas y degeneracion neurofibrilar

Aunque el principal componente antigénico presente en los PHFs es la proteina Tau
hiperfosforilada (Igbal et al, 2010), diversos estudios muestran que los NFTs también
contienen a Tau proteolizada o truncada (Gamblin et al, 2003; Garcia-Sierra et al., 2008).
Las moléculas proteolizadas de Tau aumentan la capacidad de ésta para agregarse (Berry et
al., 2003; Martin et al., 2011), lo que sugiere que la protedlisis de Tau podria representar un
mecanismo para acelerar la formacién de este tipo de agregado protéico en la neurona.

Los mecanismos moleculares responsables de la protedlisis de Tau en la EA todavia
no han sido dilucidados pero varias investigaciones muestran que las caspasas,
principalmente la caspasa 3 y la caspasa 6, juegan un papel muy importante en este proceso
(Troy et al., 2011; LeBlanc, 2013). La caspasa 3 corta a Tau en los residuos Asp-25 y Asp-
421 (Canu et al, 1998; Fasulo et al, 2000), mientras que la caspasa 6 lo hace
principalmente en los residuos Asp-13 y Asp-402 (Guo et al, 2004; Rohn et al, 2008)
aunque también puede cortar a Tau en el residuo Asp-421 (Gamblin et al, 2003; Wang et

al., 2007b).
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Pero mas importante que los sitios de corte, es el hecho de que la activacion de las
caspasas y la protedlisis de Tau es un evento temprano del proceso neurodegenerativo que
puede explicar la patofisiologia de la EA (Gamblin et al, 2003; Rissman et al., 2004; Troy
et al., 2011; LeBlanc, 2013). De hecho, se ha hipotetizado que la activacién de las caspasas,
en respuesta al péptido B-amiloide, puede inducir la protedlisis de Tau en el residuo Asp-421
y la formacién de los NFTs en pacientes con EA (Gamblin et al., 2003; Rissman et al., 2004).

Diferentes estudios realizados en modelos animales apoya el papel que juegan las
caspasas en la formacién de los agregados de Tau. Asi, la sobreexpresién de la proteina
antiapoptética Bcel-2 en neuronas del SNC de ratones 3xTg-AD (modelo animal que se
caracterizan por la formacién secuencial de lesiones del tipo de los depdsitos del péptido
p-amiloide, seguida por alteraciones en el estado de fosforilacién de Tau) previene la
activacion de caspasas, la protedlisis de Tau a la vez que mejora la memoria espacial en
los ratones (Rohn et al, 2008). Por otra parte, utilizando ratones rTg4510 (modelo animal
de tauopatia que cursa con el depdsito de NFTs) se ha visto que la activacién de las
caspasas es previa a la protedlisis de Tau y al desarrollo de los NFTs (de Calignon et al.,
2010). En el mismo articulo, estos autores también encontraron que la forma truncada de
Tau promovia la nucleacién de agregados de la proteina, tras expresar ésta en ratones
silvestres. Estos trabajos, junto con el hecho de que las neuronas que contienen NFTs son
viables por largos periodos de tiempo (de Calignon et al, 2009), sugiere que la formacién
de agregados de Tau es mas una consecuencia que una causa de la neurodegeneracién.

Si se tiene en cuenta que las neuronas que presentan NFT's son perfectamente viables,
y que los agregados permanecen a pesar de la inactivaciéon de las caspasas, no es arriesgado
aventurar que la aparicion de este tipo de estructuras en la neurona tiene una funcién
protectora mas que téxica. El efecto téxico sucederia con el paso del tiempo, al alcanzar
estados celulares en que los agregados proteicos ocuparan gran parte del citoplasma y dejaran

poco espacio para el desarrollo adecuado de las funciones de los diferentes organulos.
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4. Neuroinflamacion y Enfermedad de Alzheimer

La neuroinflamacién se define como la activacién del sistema inmune innato en el
cerebro. Suele ser una respuesta secundaria, ya que en la mayoria de las ocasiones se
desencadena después de haberse producido un dano en el cerebro, y su funcién principal es
la de proteger al SNC de agentes infecciosos, de danos e incluso de enfermedades (Akiyama
et al., 2000; Zhang y Jiang, 2015). Esta bien establecido que la neuroinflamacién participa
en el desarrollo de varias enfermedades neurolégicas y neurodegenerativas. En estas tltimas,
el dafio se produce principalmente como consecuencia de una respuesta inflamatoria que se
vuelve crénica (Amor et al, 2010).

Existe una amplia bibliografia que evidencia que la neuroinflamacién, junto con los
depositos amiloides y los NFTs, contribuye activamente a la progresion de la EA y a su
cronicidad. En esta enfermedad, la neuroinflamacién se caracteriza por ser una respuesta
compleja que implica una serie de cambios celulares y moleculares, el reclutamiento de células
inmunes periféricas, la induccién de varias rutas de senalizacién intracelular y la liberacién
de diferentes mediadores inflamatorios en el cerebro (Akiyama et al, 2000; Heneka et al,

2010; Hensley, 2010; Zilka et al., 2012; Meraz-Rios et al., 2013; Zhang y Jiang, 2015).

4.1. Mediadores celulares de la neuroinflamacién en la EA

La respuesta inflamatoria en la EA se caracteriza por la presencia de microglia
activada y de astrocitos reactivos que se encuentran localizados principalmente alrededor de
las placas amiloides (Kitazawa et al, 2005; Heneka et al., 2010; Meraz-Rios et al., 2013). Por
ello se piensa que estas placas son las que desencadenan la respuesta inmune al ser

consideradas como sustancias extranas en el cerebro.

El papel que juega la activacion de la microglia en la EA es controvertido. Por una
parte, algunos estudios muestran que la microglia activada, y también los astrocitos
reactivos, contienen fragmentos del péptido P-amiloide, lo que sugiere que estas células
podrian fagocitar el péptido amiloide y contrarrestar, de esta forma, el depdsito del mismo
(Bolmont et al., 2008). Pero otras publicaciones sugieren que la presencia de los fragmentos
de amiloide en la microglia activada es consecuencia del propio procesamiento de la PPA,

por lo que la microglia podria facilitar la formacién, el depésito y la maduracién de las placas
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amiloides (Wegiel et al, 2001). Por ello, y teniendo en cuenta todos los estudios, se ha
propuesto una hipdtesis que sugiere que la activacién de la microglia puede tener un papel
dual en la EA. Asi, en etapas tempranas de la enfermedad, la activaciéon de la microglia
podria tener un papel beneficioso, ya que retrasaria la progresiéon de la enfermedad por su
capacidad de eliminar a los péptidos PB-amiloide antes de que se formen las placas
amiloides, y en etapas tardias, la activacion créonica de la microglia causaria un efecto
perjudicial por promover el depédsito de las placas amiloides y la formacion de los NFTs,
como se describird méas adelante.

Aunque la activaciéon de la microglia ocurra, sin lugar a dudas, en respuesta a la
formacién de las placas de amiloide, se cree que los péptidos B-amiloide, e incluso la propia
PPA son potentes activadores de la microglia (Dickson et al, 1993; Barger y Harmon,
1997), y que el bloqueo del gen APP y de sus productos proteoliticos retrasa y disminuye la
activaciéon de la misma (DeGiorgio et al, 2002). Ademés, se ha demostrado que la
activacién de la microglia en ratones transgénicos precede a la formacién de las placas
amiloides (Heneka et al, 2005). Por lo tanto, todavia se desconoce si el depésito de las
placas amiloide es un requisito imprescindible para la activacién de la microglia o si ésta

puede ser inducida por moléculas B-amiloide solubles y téxicas.

4.2. Mediadores moleculares de la neuroinflamacién en la EA

Una vez estimulada, la microglia produce y libera una gran variedad de mediadores
inflamatorios entre los que cabe destacar los factores del complemento, las quimioquinas y
las citoquinas (Heneka et al., 2010; Meraz-Rios et al., 2013).

El sistema del complemento es un importante efector de la respuesta inmune innata
y adaptativa. Estd formado por varias proteinas y proteasas que se activan en cascada y
su funcién principal es la de destruir a agentes extrafios y asistir al proceso de fagocitosis
(McGeer y McGeer, 2002). En la EA, existe una asociacién entre las proteinas del
complemento con las placas amiloide y los NFTs (Webster et al, 1997). Su funcién puede
ser protectora, como ya se ha explicado antes, puesto que su activaciéon protege de la
toxicidad inducida por el péptido B-amiloide y promueve la eliminacién de las placas
amiloides o perjudicial ya que promueve la inflamaciéon crénica pudiendo afectar la

integridad de las neuronas (Meraz-Rios et al., 2013).
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Las quimioquinas son proteinas pequenas cuya funcién principal es la de atraer células
inflamatorias (monocitos, macréfagos y linfocitos, entre otros) a los sitios en los que se
requiere una respuesta inflamatoria. Entre las evidencias que muestran la participacién de
las quimioquinas en la EA se encuentra la presencia de proteinas quimiotéacticas MCP-1 o
CCL-2 y de los receptores de quimioquinas CCR-3 y CCR-5 en la microglia activada que
rodea a las placas amiloide en pacientes con EA (Ransohoff, 2009). Distintos trabajos
muestran que las quimioquinas pueden contribuir a la inflamacién crénica asociada a las
placas amiloides y a la progresién de la neurodegeneraciéon, ya que contribuye a la
formacién de los NFTs (Zilka et al, 2012).

Las citoquinas son pequenas proteinas solubles que median la respuesta inflamatoria.
Ensayos realizados con cerebros y liquidos cefalorraquideos de pacientes con EA ponen de
manifiesto la presencia de elevados niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-1B, la
IL-1a, la IL-6, el TNF-a y el TGF-B (Akiyama et al, 2000; Amor et al, 2010; Solito y
Sastre, 2012). El aumento en los niveles de estas citoquinas estd fuertemente relacionado
con la activacién de la microglia en respuesta a agregados del péptido B-amiloide (Meda et
al., 1999).

Aunque son numerosas las citoquinas proinflamatorias presentes en la EA, cada una
de ellas tiene una funcién patologica diferente. IL-1f puede regular el procesamiento de la
proteina PPA y promover la formacién del péptido B-amiloide y la degeneracién neuronal
(Goldgaber et al., 1989; Rogers et al., 1999; Blasko et al., 2000; Liao et al., 2004). Adema4s,
induce la fosforilaciéon de Tau y la formacién de los NFTs (Sheng et al, 2001; Li et al,
2003). Al igual que la IL-1B, la IL-6 induce la expresion de la PPA (Ringheim et al., 1998),
y contribuye a la formacién de los NFTs induciendo la fosforilacion de Tau (Quintanilla et
al., 2004). Sin embargo, estudios realizados en modelos animales sugieren que la
sobreexpresion de IL-6 promueve la eliminacién del péptido B-amiloide (Chakrabarty et al.,
2010). Por dltimo, TNF-a es una citoquina que puede tener efectos beneficiosos y
perjudiciales para las neuronas. Esta citoquina estimula el factor de transcripciéon NF-xf,
que induce la expresion de moléculas inflamatorias y promueve la sintesis de factores de
supervivencia neuronal (Wajant et al., 2003; Chu, 2013). Por otra parte, puede estimular la

liberacién de glutamato que induce excitotoxicidad y, en consecuencia, el desarrollo de
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enfermedades neurodegenerativas (Takeuchi et al, 2006). En la EA, el efecto directo de
esta citoquina dual no se ha definido, aunque podria promover el procesamiento de la PPA
y activar las vias de senalizacion que fosforilan a Tau (Blasko et al, 2000; Liao et al., 2004;
Sabio y Davis, 2014).

Ademés de los mediadores inflamatorios descritos anteriormente, la microglia
activada libera especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS/RNS). Este proceso puede
agravar aun mas el proceso neurodegenerativo, ya que el estrés oxidativo contribuye a la

neuropatologia inducida por el péptido B-amiloide (Kitazawa et al, 2005; Solito y Sastre,

2012).

4.3. Neuroinflamacién v Tau en la EA

La relacion entre la neuroinflamacién y la patologia asociada con la proteina Tau esta
ampliamente aceptada, dado que la distribuciéon de la microglia activada coincide con la
presencia de los NFTs (Cras et al, 1991; Overmyer et al., 1999; Sheffield et al., 2000; Zilka
et al., 2012). Ademaés, el numero de astrocitos reactivos aumenta de forma paralela al de
los NFTs. Estos hallazgos sugieren que la activaciéon de la microglia y la presencia de los
astrocitos reactivos pueden estar implicadas en la respuesta inmune dirigida por la
patologia de Tau (Sheng et al, 1997). Asimismo es importante sefialar que estas células
inmunes estan presentes en los NFTs extracelulares, lo que apunta a que puedan estar
relacionadas con la degradacién de los filamentos de Tau (Cras et al, 1991). Por otra
parte, la relacién que existe entre la microglia activada y los depdsitos de Tau también ha
sido claramente establecida en modelos de ratones transgénicos que expresan diferentes
versiones mutadas de Tau humana (Zilka et al., 2012).

Pero a pesar de estas pruebas, las relaciones precisas que existen entre Tau y la
neuroinflamacién estdn ain por determinar. La presencia de microglia activada asociada a
los NFTs indica que éstos podrian causar la neuroinflamaciéon. Pero algunos autores muestran
que la presencia de microglia activada precede a la formacién de los NFTs, lo que podria
indicar que estas células favorecerian el desarrollo de los NFTs (Akiyama et al, 2000;
Yoshiyama et al, 2007; Eikelenboom et al, 2010; Maphis et al, 2015). La presencia de
elevadas concentraciones de citoquinas en los cerebros de pacientes con EA puede
responder, en parte, a qué proceso ocurre primero: la neuroinflamacién o la patologia
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asociada a Tau. Trabajos in vivo y ex vivo han demostrado que las citoquinas pueden
inducir, de forma significativa, las modificaciones patolégicas que sufre la proteina Tau. Este
hecho fue puesto de manifiesto por primera vez por Li y colaboradores que mostraron que la
IL-1 inducia la fosforilaciéon de Tau en cultivos primarios de neuronas corticales (Li et al,
2003). Investigaciones posteriores mostraron que el 6xido nitrico y la IL-6 también inducen
la fosforilacién de Tau en cultivos de neuronas (Quintanilla et al, 2004; Saez et al., 2004).
Por otra parte, estudios in vivo muestran que, tanto la inyeccién de lipopolisacarido (LPS)
en la corteza frontal y el hipocampo de ratones transgénicos rTgd510 (Kitazawa et al., 2005;
Lee et al., 2010), como la expresion de TNF-a en el cerebro de ratones 3xTg-AD (Janelsins
et al., 2008), inducen la activacién de la microglia y la hiperfosforilacion de Tau. En base a
estos y otros estudios se ha propuesto que la respuesta inmune proinflamatoria puede

amplificar la fosforilacién de Tau y en consecuencia acelerar la formacién de los NFTs.

Se ha postulado que la proteina Tau intracelular puede ser liberada al espacio
extracelular cuando la neurona degenera (Gomez-Ramos et al, 2006). Sin embargo,
recientemente se ha indicado que Tau puede ser liberada al fluido intersticial cerebral en
ausencia de neurodegeneracién (Yamada et al, 2011). Diversas investigaciones sugieren que
la proteina Tau extracelular soluble puede promover neurotoxicidad (Gomez-Ramos et al.,
2006; Gomez-Ramos et al., 2008; Gomez-Ramos et al., 2009), aumentar los niveles de calcio
intracelular a través de los receptores muscarinicos M1 y M3 (Gomez-Ramos et al., 2008),
causar deterioro sindptico (Moe et al., 2009) e inducir dano en la barrera hematoencefalica
(Kovac et al., 2009). Ademas, se ha mostrado que formas truncadas de Tau son capaces de
activar la respuesta inmune innata a través de la activacion de la ruta de las MAPKs, ya
que induce la liberacién de éxido nitrico y de citoquinas proinflamatorias en cultivos mixtos

de astrocitos y microglia (Kovac et al, 2011).

En conjunto, y a la vista de todos los estudios publicados hasta el momento, se
puede decir que la proteina Tau soluble es capaz de inducir una respuesta inmune innata a
través de la activacién de la ruta de las MAPKs y que, de forma simultanea, la
transformaciéon patologica de Tau puede ser regulada por la microglia activada a través de

las mismas rutas de senalizacién celular.
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5. La hipotesis de Tau en la Enfermedad de Alzheimer

Basados en diferentes trabajos, Maccioni y colaboradores han propuesto una hipotesis
que puede explicar las bases moleculares de la enfermedad de Alzheimer. Esta hipétesis
estd construida sobre la base de que Tau es el efector final de la ruta. Estos autores
postulan que diferentes sefiales que causan dano celular, entre las que se puede encontrar a
los péptidos p-amiloide, agentes oxidativos, trastornos del metabolismo lipidico,
hiperglicemia, desregulacién de los niveles de insulina, infecciones créonicas o trauma
cerebral, pueden activar el sistema inmune innato. Las células gliales activadas sintetizan
y liberan moléculas inflamatorias, como las citoquinas, que conducen, por una parte a la
inflamacién del cerebro y a graves alteraciones en los patrones de interacciéon neurona-glia
y, por otra, a la activacion andémala de rutas de senalizacién celular que conducen a la
hiperfosforilacion de Tau. Esta modificacién en Tau promueve su oligomerizacion y la
produccion, a largo plazo, de los NFTs. Como resultado de la muerte neuronal, las formas
oligoméricas de Tau y los filamentos de Tau se liberan al espacio extracelular
contribuyendo a la activacién de la microglia (inflamacién crénica) que conduce a la
progresiva degeneraciéon neuronal (Maccioni, et al, 2010). Esta hipdtesis se podria
completar con los estudios recientes que indican que la proteina Tau soluble puede ser

secretada por las neuronas y promover la activaciéon de la microglia (Esquema 11).
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Esquema 11.- Hipétesis de Tau en la enfermedad de Alzheimer. (Maccioni et al., 2010).
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Tal y como se ha expuesto en la Introduccién, diferentes estreses celulares y la
neuroinflamacién juegan un papel importante en el inicio y el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, ya que, entre otros cambios, provocan modificaciones postraduccionales en la
proteina Tau y en consecuencia, alteran su funcién fisiolégica normal. Pero, el efecto directo
que tiene el estrés osmético y el inflamatorio en las células neuronales ha sido poco estudiado.

El objetivo general del presente trabajo ha sido profundizar en el estudio de los
efectos que tienen los estreses osmotico e inflamatorio sobre la proteina Tau y su posible
relacién con la muerte neuronal.

Bajo esta perspectiva, los objetivos concretos que se plantearon fueron:

e Analizar el mecanismo implicado en la protedlisis de Tau y en la muerte
neuronal inducida por el estrés hiperosmotico en las células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y.

o Estudiar el efecto del estrés hiperosmoético e inflamatorio sobre la expresién,
fosforilacion, localizacion intracelular y funcién de Tau en las células SH-
SY5Y.

o Determinar las vias de sefializacion intracelular implicadas en la fosforilacién
residuo-especifica de la proteina Tau en las células SH-SY5Y.

o (Caracterizar los efectos de la fosforilacién especifica de los residuos Thr-50 y

Thr-69 en la funciéon de Tau en células HEK-293 y PC-12 diferenciadas.
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Objectives

We have already described that different cellular stresses and neuroinflammation
play a key role in the onset and development of Alzheimer’s disease by promoting
posttranslational modifications in the Tau protein and, consequently, its
malfunction. Though, the direct effects of osmotic stress and inflammation on neurons

are little known.

The aim of this work was to study the effects of osmotic stress and

inflammation on Tau protein and their likely association with cell death.

Under this perspective, the specific objectives were:

e To analyze the mechanism involved in Tau proteolysis and neuronal death
induced by hyperosmotic stress in SH-SY5Y neuroblastoma human cells.

e To study the effect of both hyperosmotic stress and inflammation on
expression, phosphorylation, intracellular location and function of Tau protein

in SH-SY5Y cells.

o To determine the intracellular signaling pathways implicated in Tau specific-site
phosphorylation in SH-SY5Y cells.
e To characterize the effects of the phosphorylation at Thr-50 and Thr-69 on Tau

functions in HEK-293 cells and PC-12 differentiated cells.
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Materiales

A.Materiales

A.1. Productos y reactivos generales

o El compuesto inductor de estrés D-sorbitol se obtuvo de Sigma-Aldrich,
TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral-a) de Prepo-Tech, PMA (forbol 12-miristatol3-
acetato) de Calbiochem y LPS (lipopolisacarido prodecente de FE. coli 055:B5) y AR
(4cido retinioco all-trans) también de Sigma Aldrich.

e Los inhibidores farmacoldgicos, U0126 (que inhibe la MEK 1/2) y el Péptido
Inhibidor I forma (L) de las JNKs fueron suministrados por Calbiochem (La Jolla, CA,
USA) o por Selleck Chemicals. El inhibidor de las p38 MAPKs BIRB0796 fue
amablemente cedido por la Dr. Ana Cuenda (Centro Nacional de Biotecnologia,

Madrid).

e Los inhibidores farmacolégicos Z-DEVD-fmk (que inhibe caspasa 3), Z-
DEIV-fmk (inhibidor de caspasa 6) y Z-VAD-fmk se obtuvieron de Calbiochem o Bio
Vision.

e Los sustratos fluorogénicos Ac-DEVD-AMC (sustrato de caspasa 3) y el Ac-
DEIV-AFC (sustrato de caspasa 6) fueron administrados por BD Biosciences.

e Los anticuerpos primarios y secundarios fueron suministrados por diferentes
casas comerciales, ver detalles en las tablas 2.2-2.5.

e El resto de los reactivos y productos utilizados (sales, acidos y bases
inorganicos, solventes organicos, detergentes, etc.) fueron de la méxima pureza disponible

y se adquirieron de diferentes casas comerciales.
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A.2. Materiales, reactivos v productos utilizados en los cultivos

celulares

e Los medios de cultivo Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12) y RPMI 1640
se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle’s Medium
(DMEM) sin rojo fenol fue de Gibco, Life Technologies.

e Material de plastico estéril para cultivos celulares: frascos de 75 cm?, placas
de cultivo de 10, 35, 60 y 100 mm de didmetro y placas de microscopia “Lab-Tek II
Chamber Slide System, Glass, 4-Well”, fue proporcionado por Nunc Thermo Fischer.

e Material de plastico de uso rutinario: tubos estériles de 1, 5, 2, 15 y 50 ml,
puntas de pipetas, espatulas, guantes, etc. fue suministrado por Thermo Fisher Scientific.

e Las soluciones empleadas se esterilizaron por filtracién (filtros Millex®-6S de
0,22 um de Millipore), mientras que el material sélido se esteriliz6 en autoclave Selecta

Presoclave 75 de P-SELECTA.
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B. Métodos

1. Lineas celulares

1.1. Linea celular SH-SY5Y

La linea celular de neuroblatoma SH-SY5Y es una sub-linea celular derivada de la
triple clonacion de las células SK-N-SH procedentes de una biopsia de médula espinal de un
paciente con neuroblastoma (Biedler et al, 1973). Estas células conservan propiedades
bioquimicas y funcionales propias de las neuronas, como las actividades enzimaticas tirosina-
y dopamina-hidroxilasa, la expresién de proteinas de los neurofilamentos o receptores de
factores de crecimiento nervioso (Ciccarone et al. , 1989). Ademés, como proceden de células
inmaduras neopléasicas presentan caracteristicas de células madre, pudiéndose diferenciar a
neuronas maduras con acido retinoico (Sidell, 1982; Redfern et al, 1995), ésteres de forbol
(Pahlman et al, 1981), factores neurotréficos (Jensen, 1987) o estaurosporina (Jalava et al.,
1992), entre otros compuestos (Jalava et al, 1990; Xie et al, 2010). La diferenciacién por
acido retinoico all -trans (AR) provoca que las SH-SY5Y detengan su proliferacién en la
fase G1 del ciclo celular, induce la extension y prolongacién de neuritas, la formacién de
sinapsis con células proximas, la expresién de proteinas especificas de neuronas y de genes
asociados a ciclo y morfologia celulares (LoPresti et al, 1992; Encinas et al, 2000). Dado
que las células de neuroblastoma diferenciadas in vitro presentan un fenotipo neural, tanto
morfolégicamente como funcionalmente, son consideradas como un modelo 1til para

estudiar la fisiologia y patologia nerviosa (Pahlman et al, 1995; Jamsa et al., 2004).

1.1.1. Mantenimiento y divisién de las células para los experimentos

Las células, que crecen en monocapa, se cultivaron en el medio comercial Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium: Nutrient mixture F-12 Ham (DMEM/F12-Ham),
suplementado con un 15 % de suero fetal bovino (FBS), 2 mM glutamina, 100 U/ml de
penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina y 1 % una solucién de aminoécidos no esenciales.
Se mantuvieron en frascos de cultivo de 75 cm? en un incubador a 37 °C y una atmésfera
humidificada con el 5 % de CO,. Cuando alcanza una densidad cercana al 80-90 %, cada

48-72 h, se procedié a la division de los cultivos. La divisiéon comenzdé retirando el medio de

49



Materiales y Métodos

de cada frasco y lavando las células con tampén fosfato salino (PBS: Na,HPO, 9,1 mM,
NaH,PO; 1,7 mM y NaCl 150 mM). A continuacién se anadié 1 ml de una solucién de
tripsina-EDTA (tripsina 0,05 % y EDTA 0,02 % en PBS). La tripsina es una serinproteasa
utilizada para separar las células del frasco e individualizarlas, ya que proteoliza las
proteinas de adhesion celular implicadas en las interacciones célula-sustrato y célula-célula.
Una vez despegadas las células, se neutraliza el efecto de la tripsina incorporando 10 ml de
medio completo. La suspension celular se centrifugé durante 5 minutos a temperatura
ambiente a 150 g. Terminada la centrifugacion, se retiré el sobrenadante y las células se
disgregaron en medio completo. Para el mantenimiento de la linea celular, la suspension
celular se diluy6 a la mitad con medio completo y se permitié su propagacién en frascos

nuevos hasta que volvieron a alcanzar la densidad critica para su division.

Para la realizacion de los experimentos, se calculd las células utilizando para ello el
contador de células automético, y se sembraron a una densidad de 8.000-10.000 células/cm?
por placa. Se utilizaron placas de diferente tamano en funciéon del experimento que se iba a

realizar.

1.1.2. Diferenciacién de las células SH-SY5Y inducida por acido
retinoico

Los experimentos que se presentan en el segundo capitulo de este trabajo se realizaron
en células SH-SYHY diferenciadas con acido retinoico (AR).

Con objeto de fijar las condiciones experimentales, las células se trataron con 10 pM
AR durante diferentes periodos de tiempo (24-96 horas). Al final de cada exposicién, la
morfologia de las células se observé a través de un microscopio invertido de contraste de
fases haciendo, a continuacién, fotografias de las mismas. Por otra parte, también se
analizaron los niveles de expresién y de fosforilacion de los neurofilamentos pesados (NF-H)
y medios (NF-M) mediante Western blot, ya que el aumento de los mismos marca la
diferenciacién neuronal (Carden et al., 1987; Lee et al., 1987).

Como se puede observar en la figura 0.1, el AR indujo la diferenciacién de las células
a un fenotipo neuronal que se puso de manifiesto por la apariciéon y el aumento de la longitud
de las neuritas/prolongaciones celulares (Pahlman et al, 1995). El efecto del AR se observé

a partir de las 24 h y se hizo més patente y méximo a las 48 h.
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Figura 0.1.- Diferenciacion de las células SH-SY5Y inducida por dcido retinoico. Las células SH-
SY5Y se crecieron en DMEM medio completo durante 24 h, tras lo cual se incubaron en ausencia o
presencia de 10 pM de AR durante 24, 48, 72 y 96 h. El medio se renové cada 48 h. La morfologia
celular se observé a través de un microscopio 6ptico de contraste de fases, tras lo cual se realizaron

fotografias. Las células se observaron bajo una ampliacién de 100x.

En la figura 0.2 se puede observar que los niveles de expresién y de fosforilacion de
NF-H aumentan en funcién del tiempo de exposicién a AR, llegando a ser méximos después

de 48-72 horas de tratamiento.
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Figura 0.2.- La expresion y la fosforilacion de los neurofilamentos pesados (NF-H) y medios
(NF-M) depende del estado de diferenciacion de las neuronas. Las células SH-SY5Y se trataron
con 10 pM de acido retinoico durante los tiempos indicados en la figura. Tras el experimento, las
células se lisaron y cantidades iguales de proteina se analizaron mediante Western blot. En la figura
se muestra un blot representativo de 2 experimentos independientes. P-Neurofilamentos: fosfo-

neurofilamentos.

A la vista de estos resultados, se decidi6 realizar los experimentos después de tratar

a las células durante 48 h con AR.

1.2. Linea celular U937

En el segundo capitulo de la tesis también se ha utilizado la linea celular U937 para
obtener los medios condicionados ricos en citoquinas. Esta linea se establecié a partir de una
efusion (acumulacién de liquido) pleural de un hombre de mediana edad con linfoma
histiocitico difuso. De linaje mielomonocitico, estas células se han utilizado como modelo
para estudiar el comportamiento y la diferenciacién de los monocitos. Ademaés, las U937
pueden madurar y diferenciarse en respuesta a diversos estimulos y adoptar una morfologia
y caracteristicas propias de los macréfagos maduros (Sundstrom y Nilsson, 1976). Los agentes
capaces de inducir la diferenciacion de estas células son compuestos como los ésteres de forbol
(TPA, PMA, etc), acido retinoico, adenosina ciclica monofostafo o derivados del calciferol
(Minafra et al, 2011). Una vez diferenciadas pueden adherirse al sustrato, se reduce el ratio
de proliferacion y de expresion de c-myc y manifiesta las propiedades de tipicas de
macrofagos, tales como la presencia en la membrana plasmatica del receptor de unién a LPS,

CD14, o la secrecién de citoquinas proinflamatorias, entre ellas el TNF-a (Hass et al., 1989).

1.2.1. Mantenimiento y preparacién de experimentos

Las células U937, que crecen en suspension, se mantuvieron el medio Roswell Park

Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) suplementado con 10 % (v/v) de FBS, 2 mM de
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glutamina, 100 U/ml de penicilina, y 100 pg/ml de estreptomicina. Las células se incubaron

a 37 °C en una atmoésfera humidificada al 5 % de CO..

1.2.2. Activacién de las células U937 y preparacién de los medios
condicionados

Las células U937 se sembraron en frascos cultivo a una densidad de 5x10° células/ml
y se incubaron en presencia de 40 nM de forbol 12-miristatol3-acetato (PMA) durante 24
horas Este tratamiento indujo la adhesion celular y la diferenciacion de las células a
macréfagos. A continuacién, los macréfagos se incubaron en presencia de 40 nM de PMA
(medio PMA), 1 mg/ml de LPS (medio LPS) o0 40 nM de PMA y 1 mg/ml de LPS (medio
PMA + LPS) durante 48 h (figura 0.3). Transcurrido ese tiempo, los medios de cultivo

(medios condicionados) se filtraron y guardaron en alicuotas a -80 °C hasta su utilizacién.

Pretratamiento
con PMA

LPS

Figura 0.3- La activacion de las células U937 con  distintos agentes produce
cambios morfoldgicos. Las células se preincubaron con 40 nM de PMA durante 24 h, tras lo cual
se trataron con 40 nM de PMA (medio PMA), 1 mg/ml de LPS (medio LPS) o 40 nM de PMA y
1 mg/ml de LPS (medio PMA + LPS) durante los tiempos indicados en la figura.
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1.2.3. Contenido de los medios condicionados

Los niveles de citoquinas presentes en los medios condicionados se determinaron
mediante un analisis multiplexado, utilizando para ello un kit comercial distribuido por la
casa comercial Bio-Rad. Este anélisis se llevo a cabo en el Servicio de Técnicas Aplicadas a
la Biociencia (STAB), que es un servicio de apoyo a la investigacién de la Universidad de
Extremadura. En la tabla 2.1 se muestra la concentracién de las citoquinas presentes en cada
uno de los medios condicionados. Como se puede ver, ademas de las citoquinas caracteristicas
de la respuesta inmune innata (como IL-1, IL-6 y TNF-a) se encontraron citoquinas
representativas de la respuesta adaptativa (como el IFN-y). El medio condicionado producido
por PMA contenia la menor concentracién de casi todas las citoquinas, siendo
particularmente bajas las de TNF-a, II-1B, IL-6 o IL-8, con respecto a los otros medios. En
el otro extremo, el medio producido por la mezcla de PMA y LPS fue el que presento los
valores méas altos de citoquinas, aunque el medio LPS destacd por la alta concentracién de

IL-1B e TL-10.

Medio | pg/ml | [-16 IL-2 IL-4 IL-6  IL-8 IL-10 GM-CSF IFN-y TNF-a

PMA 6561 532 7 11,4 78981 154  1923,3 228,23 20,12

LPS 103,25 4,84 7 356 95320 21,34 1807,7 168,14 129

PMA+LPS | 8257 6 6 3621 97970 14,5 192542 300 152.9

Tabla 2.1. Niveles de citoquinas presentes en los medios condicionados procedentes de
las células U937 estimuladas con PMA, LPS o con la mezcla de ambos.

1.3. Linea celular HEK-293

La linea celular HEK-293 procede de células embrionarias humanas de rifién
transformadas con fragmentos de DNA del adenovirus 5 (Graham et al., 1977).

Estas células exhiben algunas caracteristicas asociadas al linaje neuronal, como ser
capaces de expresar algunos neurofilamentos (Thomas y Smart, 2005), por esta razén, se
utilizan mucho para estudiar diferentes procesos neurobidlogos (Shaw et al, 2002). Estas
cualidades, junto con el hecho de que no expresan la proteina Tau, han convertido a esta
linea celular en el modelo idéneo para realizar parte de los experimentos que contiene el

tercer capitulo.
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1.3.1. Mantenimiento y divisién de las células para los experimentos

Las células, que crecen en monocapa, se cultivaron en el medio comercial Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM), suplementado con un 10 % FBS, 2 mM glutamina, 100 U/ml de
penicilina y 0,1 mg/ml de estreptomicina. Se mantuvieron en frascos de cultivo de 75 cm?®en
un incubador a 37 °C y una atmésfera humidificada con el 5 % de CO,. El mantenimiento
es similar al descrito para las células SH-SY5Y. Para la realizaciéon de experimentos, se
sembraron a una densidad de 30.000 células/cm? por placa. Se utilizaron placas de diferente

tamano en funcién del experimento que se iba a realizar.

1.4. Linea celular PC-12

Esta linea celular se establecié a partir de un feocromocitoma de rata en el ano 1976.
En presencia del factor de crecimiento nervioso (NFG) estas células interrumpen su ciclo
mitético y adquieren, desde un punto de vista morfolégico y bioquimico, un fenotipo
neuronal. Estas células son capaces de sintetizar dopamina y noreprinefrina y acetilcolina.
Los cambios provocados por el NFG son rapidos y reversibles (Greene y Tischler, 1976).
Esta linea celular se utiliza ampliamente para investigar los mecanismos celulares y
moleculares que se producen en la diferenciacién neuronal y en las patologias del sistema
nervioso y, por ello, la hemos utilizado para realizar parte de los experimentos que se

describen en el dltimo capitulo de este trabajo.

1.4.1. Mantenimiento y divisién de las células para los experimentos

Las células se cultivaron en Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM), suplementado con
10 % de FBS, 5 % de suero de caballo (SC), 0,2 mM de glutamina, 100 U/ml de penicilina
y 0,1 mg/ml de estreptomicina. Se mantuvieron placas de 10 cm en un incubador a 37 °C y
una atmésfera humidificada con el 10 % de CO..

Cuando las células alcanzaron una densidad cercana al 80-90 %, cada 48-72 h, se
procedié a la division de los cultivos. Para lo cual, se elimind el medio de las placas de
mantenimiento y se afiadieron 5 ml de DMEM completo con el que se despegaron las células
de la placa mediante accién mecanica. Con este tipo celular no fue necesario utilizar tripsina.
Para mantener la linea celular, 1 ml de la suspension celular se anadié a una placa de 10 cm

de didmetro junto con 9 ml de DMEM completo. Si la suspensién celular se utilizaba para
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realizar los experimentos, las células se contaban mediante el método del azul de tripano y se
sembraban a diferentes densidades en funcién del estudio que a realizar: 15.000 células/cm?
para los experimentos de fotoactivacion, 100.000 células/cm® para los experimentos de

deteccién de proteinas y 500.000 células/cm? para los de aislamiento de membrana.

1.4.2. Diferenciacion de las células PC-12
Las células PC-12 se diferenciaron en presencia de 100 ng/ml de NFG en DMEM sin
rojo fenol suplementado con 1 % FBS y 1 % de suero de caballo durante 96 horas. El medio

de diferenciacion se renovéd a las 48 horas.

1.4.3. Preparaciéon de las placas de cultivo para los ensayos de
FDAP

Antes de sembrar las células sobre las placas destinadas a los experimentos de pérdida
de fluorescencia tras la fotoactivacion (FDAP), éstas se trataron con poli-L-lisina (100 pg/ml
en un tampoén con acido bérico y tetraborato sédico, pH 8,5) durante, al menos, 6 horas.
Transcurrido ese tiempo, la poli-L-lisina se eliminé y las placas se lavaron, dos veces, con
agua destilada durante una hora a 37 °C. A continuacion, las placas se incubaron durante

45 min con coldgeno (50 pg/ml en 20 mM &cido acético), quedando listas para ser utilizadas.

2. Tratamientos celulares

El medio de crecimiento de las células estd suplementado con suero, que es muy rico
en péptidos muy activos, en cuanto a su actividad bioldgica, que pueden interferir en el efecto
que producen los agentes objeto de estudio. Por ello, todos los experimentos se han realizado
en medio sin sueros, suplementado con glutamina y la mezcla de antibidticos. El cambio de

medio se realizé al menos 12 horas antes de la exposicién al estimulo.

2.1. Tratamiento con sorbitol

El sorbitol es un polialcohol cuya formula empirica es CsH14Og. Se utiliza ampliamente
en investigacién, ya que en disoluciéon se comporta como un agente osmético, produciendo
hiperosmolaridad en el medio. Es un potente inductor de la activacién distintas respuestas

en la célula para compensar dicho cambio osmético.
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Todos los experimentos se realizaron con una concentracion final de D-sorbitol de 0,5
M preparada a partir de una solucién madre de concentracién 3 M. Esta concentracién
experimental ha sido previamente utilizada por otros grupos de investigaciéon para inducir
estrés hiperosmotico en diferentes tipos celulares (Stoothoff y Johnson, 2001; Sabio et al,
2004; Inesta-Vaquera et al., 2009).

La solucién madre de D-sorbitol se prepard en medio sin sueros y se sometio a ciclos
de agitacién y calentamiento a 37 °C en un bano termostatizado para conseguir su disolucién
total. Esta solucién se filtré y se conservé a 4 °C. En el momento de su uso, la solucién 3 M
de sorbitol se atempero6 a 37 °C y el volumen necesario para alcanzar una concentracion final
de 0,5 M, se anadi6 directamente sobre el medio de incubacién de las células.

Las células se incubaron con 0,5 M sorbitol durante diferentes periodos de tiempo
(experimentos tiempo-respuesta) o durante 1 hora para el resto de los experimentos. Al final
de cada experimento, las células se procesaron de forma diferente, dependiendo del objetivo

final del estudio y de acuerdo con las técnicas que se detallan en este capitulo.

2.2. Tratamiento con TNF-a

Una vez diferenciadas, las células se incubaron en presencia de diferentes
concentraciones de TNF-a durante 24 horas (experimentos concentracién-respuesta). En
los estudios en funcién del tiempo, las células se incubaron en presencia de 10 ng/ml de
TNF-0 durante diferentes periodos de tiempo. En los demés experimentos se utilizé una

concentracién de 10 ng/ml de TNF-a durante 24 h.

2.3. Tratamiento con medios condicionados procedentes de las células

U937

Una vez diferenciadas, las células se incubaron en presencia de diferentes porcentajes
de los medios condicionados (PMA, LPS y PMA + LPS) durante 24 h (experimentos
concentracién-respuesta). En los estudios en funcién del tiempo, las células se incubaron en
presencia de 10 % de los medios condicionados durante diferentes periodos de tiempo. En los
demds experimentos se utiliz6 un porcentaje del 10 % de cada uno de los medios

condicionados durante 24 h.
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2.4. Tratamiento con los inhibidores farmacolbgicos

2.4.1. Preparacion de los inhibidores
Todos los inhibidores utilizados en este estudio se reconstituyeron en el solvente
recomendado por el fabricante. Se prepararon como soluciones madre de distinta
concentraciéon (10 6 25 mM dependiendo del inhibidor) y se conservaron a -20 °C hasta su

utilizacién.

2.4.2. Inhibidor de caspasa 3
El inhibidor Z-DEVD-fmk inhibe fuertemente y de manera irreversible la activacion
de caspasa 3 y, por tanto, su actividad. La secuencia Z-Asp(OMe)-Glu(OMe)-Val-
Asp(OMe)-fluorometilcetona, estd basada en el sitio donde caspasa 3 proteoliza a PARP-1.

Se utilizé a concentraciones de 2, 5, 10 y 25 pM segun el experimento.

2.4.3. Inhibidor de caspasa 6
El compuesto seleccionado para inhibir la caspasa 6 fue el Z-VEID-fmk. Este
péptido inhibidor cuya secuencia es Z-Val-Glu(OMe)-Ile-Asp(OMe)-fluorometilcetona,
reprime la actividad de caspasa 6, 8 y 10 de manera irreversible. Las concentraciones

utilizadas fueron 2, 5y 10 pM.

2.4.4. Inhibidor general de caspasas
El péptido inhibidor Z-VAD-fmk, cuya secuencia es benziloxycarbonil Z-Val-Ala-
Asp-(OMe)-fluorometilcetona, se une irreversiblemente al sitio catalitico de los 14

miembros de la familia caspasa (Van Noorden, 2001). Se utilizé a 25 y 50 pM.

2.4.5. Inhibidor de p38 MAPKs
El inhibidor de las p38 MAPKSs empleado ha sido el BIRB0796. Este compuesto
inhibe todas las isoformas de manera dependiente a la concentracién empleada: las isoformas
a y B se inhiben a una concentracién de 0,1 pM, y todas las p38s (a, B, y y 6) se inhiben a

una concentracién de 1 pM del inhibidor (Kuma et al., 2005; Bain et al., 2007).
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2.4.6. Inhibidores de ERK 1/2
La inhibicién de las ERK 1/2 se lleva a cabo usando el inhibidor farmacolégico U0126,
el cual inhibe la actividad de MEK 1/2, la quinasa responsable de la fosforilacién de las ERK

1/2 (Favata et al., 1998). Las concentraciones finales utilizadas fueron 1 y 10 pM.

2.4.7. Inhibidor de JNKs

Para inhibir las JNKs se utiliza el inhibidor I isémero-L de JNK, un péptido que se
une al extremo C-terminal de las JNKs e impide la fosforilacién de sus sustratos. Esta
compuesto por 32 aminodcidos cuya secuencia polipeptidica es: H-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-
Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Arg-Pro-Lys- Arg-Pro-Thr-Thr-Leu- Asn-Leu-Phe-Pro-Gln-Val-Pro
-Arg-Ser-Gln-Asp-Thr-NH, (Davis y Dickens, 2000). Las concentraciones finales empleadas

fueron 10 y 20 pM.

2.4.8. Procedimiento experimental con los inhibidores
Los inhibidores se adicionaron directamente sobre los medios de incubacién en los
que se encontraban las células, en los voliimenes necesarios para alcanzar las concentraciones
finales utilizadas. Las células se preincubaron con cada inhibidor durante al menos 1 h antes
de anadir los agentes objeto de estudio. En caso de los inhibidores resuspendidos en DMSO,
la concentracién final del vehiculo no superé en ningtin caso el 0,1 %. Al final de cada
experimento, las células se procesaron de forma diferente, dependiendo del objetivo final del

estudio y de acuerdo con las técnicas que se detallan en este capitulo.

3. Eistudio de la morfologia celular

Una vez finalizado el tratamiento correspondiente, los cambios morfolégicos
producidos en las células se observaron en un microscopio invertido de contraste de fases y
fotografian con la cAmara CCD de alta calidad Photometrics Cool Snap cf de Roper Scientific

acoplada al microscopio. Las imagenes se tomaron con los objetivos de 10x y 20x aumentos.
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4. Ensayos de actividad enzimatica

4.1. Obtencién de lisados celulares

Al final de cada experimento, las células se lisaron en presencia del tampén de lisis
para actividad proteasa (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 130 mM, NaH,PO, 10 mM,
pirofosfato sédico 10 mM y Triton X-100 1 %). Este tampén se anadié directamente sobre
las células. Con ayuda de un raspador se arrastraron las células y se recogieron en un tubo
de 1,5 ml. Se mantuvieron en hielo durante 5 minutos y seguidamente se centrifugaron a
19.000 g durante 5 minutos a 4 °C. Se descartaron los precipitados y las proteinas
presentes en los sobrenadantes se determinaron mediante el método de Bradford

(Brandford, 1976). Las muestras se conservaron a -20 °C hasta su uso.

4.2. Medida de la actividad de caspasa 3/7

La medida de la actividad de la caspasa 3/7 se realizé utilizando el sustrato
fluorogénico Ac-DEVD-AMC (4cido N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metilcumarina)
que contiene la secuencia aminoacidica del sitio de corte de caspasa 3 en el residuo Asp-216
de la proteina PARP (poli-ADP-ribosa polimerasa). La caspasa 3/7 activa presente en los
lisados celulares hidrolizé el tetrapéptido entre el residuo de &cido aspértico (D) y la
metilcumarina (AMC). De esta manera, se liberé la molécula AMC que, al ser fluorogénica,
se detect6 por fluorometria.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos utilizando el lector de placas
Infinite M200 de Zecan. A cada pocillo se incorpor6 50 nl del tampén de lectura 2x (HEPES
40 mM pH 7,5, glicerol 20 %, 2 mM DTT y 0,1 mM CaCl,), el lisado celular (20-30 pg de
proteina), el sustrato hasta alcanzar la concentracién final de 20 pM y agua hasta completar
los 100 pl del ensayo. A continuacién se introdujo la placa en el fluorimetro, previamente
atemperado, y se midieron las longitudes de onda de excitaciéon y de emisién de 380 y 440
nm, respectivamente. Las medidas se tomaron en intervalos de 10 minutos hasta los 60

minutos.

4.3. Medida de la actividad de caspasa 6

La actividad de caspasa 6 se cuantificé en los lisados celulares utilizando el sustrato

sintético Ac-VEID-AFC (acido N-acetil-Val-Glu-Ile- Asp-7-amino-4-trifluorometil-cumarina)
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que contiene la secuencia de aminoacidos del sitio de corte de caspasa 6 en la proteina lamina

AJC.

El procedimiento seguido fue igual al llevado a cabo para la medida de la actividad
de caspasa 3/7, pero utilizando una concentracion final de sustrato de 50 pM. Las
longitudes de ondas de excitacién y de emisién que se midieron fueron a 400 y 505 nm,

respectivamente.
5. Estudio de los niveles de proteinas por Western Blot

La técnica del Western blot (también llamado “inmunoblot” debido a que se utiliza
anticuerpos para detectar el antigeno o los antigenos especificos de interés) fue descrita por
primera vez por Towbin en 1979 (Towbin et al, 1979). Es una técnica que se utiliza de
rutina en todos los laboratorios que realizan analisis de proteinas. La especificidad de la
uniéon antigeno—anticuerpo permite la deteccion de una tnica proteina dentro de una mezcla
compleja de otras proteinas. Con esta técnica se pueden obtener datos cualitativos y

semicuantitativos de la proteina de interés.

5.1. Obtencion de extractos celulares totales de las células HEK-293 vy
SH-SY5Y

Tras los diferentes tratamientos se retir6 el medio de cada placa y se afiadieron
directamente sobre las células, 100 pl de tampén de lisis celular [Tris-HC1 50 mM pH 7,5,
EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, NaF 10 mM, Na,P,O; 5 mM, sucrosa 0,27 M, PMSF 0,1 mM y
Triton X-100 1 % (v/v), Na;VO, 1 mM, B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v) e inhibidores de
proteasas de Roche (Complete, EDTA-free)]. Los lisados celulares se pasaron a un tubo de
1,5 ml y se mantuvieron en hielo durante 5 minutos. Tras lo cual se centrifugaron a 19.000 g
durante 5 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes obtenidos se conservaron a -20 °C hasta su
utilizacion.

5.2. Obtencién de extractos de proteinas citosélicas y nucleares de las
células SH-SY5Y

Después de cada experimento, el medio de cultivo se elimind, las células se lavaron
con PBS a 4 °C y se recogieron por rascado. Posteriormente se centrifugaron a 20.000 g

durante 60 segundos. El precipitado celular se disgregd en el tampdén de extraccién de
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proteinas citosélicas (HEPES-KOH 10 mM, pH 7,9; MgCl, 1,5 mM, CIK 10 mM, DTT 0,5
mM, PMSF 0,2 mM, 0,1 % NP-40 e inhibidores de proteasas). Tras agitar la muestra en un
agitador de tubos durante 15 segundos, se incubé 10 minutos en hielo. A continuacién se
centrifugd a 20.000 g durante 10 segundos a 4 °C. El sobrenadante (extracto de proteinas
citosdlicas) se guard6 a -20 °C hasta su utilizacién. El precipitado nuclear se disgregé en el
tampén de extraccién de proteinas nucleares (HEPES-KOH 20 mM, pH 7,9, glicerol 20 %,
NaCl 420 mM, MgCl; 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,2 mM e inhibidores
de proteasas) y se mantuvo en agitacién durante 20 minutos a 4 °C. Tras este periodo, la
muestra se centrifugd a 20.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante (extracto de

proteinas nucleares) se recogié y se almacend a -20 °C hasta su utilizacién.

5.3. Obtencidén de extractos celulares totales de las células PC-12

Una vez finalizada la diferenciacion celular, se retir6 el medio de las placas y se
lavaron las células con PBS frio. A continuacion, dependiendo del experimento y el tipo de
placa, las células se lisaron en un volumen conocido (entre 100 y 300 ul) del tampén de lisis
para extractos celulares completos II o RIPA [Tris-HCl 100 mM pH 8, NaCl 300 mM,
EDTA 2 mM, NP-40 2 %, deoxicolato (DOC) 1 %, SDS 0,2 %, PMSF 1 mM, leupeptina 10
ng/ml, pepstatina 10 pg/ml, pirofosfato sédico 1 mM, ortovanadato sédico 1 mM y NaF 20
mM]. Las células se despegaron con ayuda de un raspador y se incubaron en agitacién fuerte
durante 30 minutos a 4 °C antes de ser centrifugadas a 10.000 g durante 10 minutos a 4 °C.
El precipitado se descarté y el sobrenadante se dividié en alicuotas. Finalmente, estas

alicuotas fueron sumergidas unos segundos en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.

5.4. Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracién de proteinas en los diferentes extractos celulares se determind
utilizando el reactivo “ensayo de proteinas” de la casa comercial Bio-Rad, siguiendo el
protocolo descrito por el proveedor y utilizando albuimina de suero bovino (BSA) para

construir la curva patron.

5.5. Electroforesis de proteinas

Las proteinas presentes en los extractos celulares (10-30 pg/muestra) se resolvieron

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 8, 10 6 12 % en condiciones reductoras
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y desnaturalizantes (SDS-PAGE), segiin el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970).
La electroforesis se llevé a cabo en presencia de Tris-HC1 25 mM pH 8,3, glicina 192 mM y
SDS 0,01 %, a un voltaje constante de 200 V durante 50 minutos a temperatura ambiente.
Las muestras se prepararon mezclandose con tampén Laemmli (Tris 60 mM pH 6,8,
SDS 2 %, glicerol 10 %, ditiotreitol (DTT) 100 mM % y azul de bromofenol 0,001 %), y se

calentaron a 95 °C durante 5 min.

5.6. Electrotransferencia de proteinas a membranas

Una vez completada la electroforesis, las proteinas se transfirieron desde el gel de
acrilamida hasta una membrana de nitrocelulosa (tamano de poro 0,45 pm) mediante
electrotransferencia. En este trabajo se han empleado dos técnicas de electrotransferencia:

en semi-seco y en htmedo.

5.6.1. Electrotransferencia en semi-seco

La electrotransferencia en semi-seco se realizé en el equipo de transferencia Transblot
SD de Bio-Rad siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Se empled un gradiente de
fuerza iénica mediante la utilizacion de tres tampones diferentes: SDB-1 (4cido
aminocaproico 40 mM, Tris/Base 25 mM y metanol 20 %), SDB-2 (Tris/Base 25 mM y
metanol 20 %) y SDB-3 (Tris/Base 300 mM y metanol 20 %). La transferencia se realizé
mediante el paso de corriente eléctrica a 20 V durante 15 minutos.

Esta técnica se utilizé principalmente para detectar proteinas abundantes y sin

fosforilar.

5.6.2. Electrotransferencia en hiimedo
La electrotransferencia de las proteinas en humedo se llevé a cabo utilizando una
cubeta de transferencia Mini-Trans Blot de Bio-Rad. Su utiliz6 un tampoén de transferencia
en hiimedo compuesto por CAPS 10 mM pH 11 y metanol 20 %. La electrotransferencia se

realiz6 a un amperaje constante de 295 mA, durante 90 minutos.
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5.7. Deteccién de la eficiencia de la transferencia

Una vez finalizada la transferencia y para comprobar que ésta se habia realizado de

manera correcta, la membrana se sumergié en una solucién de rojo ponceau 0,1 % y acido

acético 5 %. Para eliminar el colorante, la membrana se lavé varias veces con PBS.

5.8. Deteccién de las proteinas

La deteccion de las proteinas se realiz6 mediante el uso de anticuerpos especificos

(Tabla 2.2).

En primer lugar, la membrana se incub6 con una solucién de bloqueo (Tris-HCI 10

mM pH 7.5, NaCl 100 mM, 0,5 % Tween-20 y leche desnatada 5 % o BSA 0,3 %), durante

1 hora a temperatura ambiente con el fin de evitar la unién inespecifica de los anticuerpos a

la membrana. Posteriormente la membrana se incubé durante una hora a temperatura

ambiente o toda la noche a 4 °C, con el anticuerpo primario diluido en Tris-HCl 10 mM pH

7.5, NaCl 100 mM, Tween-20 0,05 % y leche desnatada 5 % o BSA 0,3 %.

Peso
Anticuerpo Origen Dilucién Casa Comercial
Molecular
Actina 42 kDa Conejo 1:2.000 Sigma-Aldrich
Fosfo-c-jun 39 kDa Ratén 1:500 Upstate Biotechnology
ERK 1/2 42/44 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
Fosfo-ERK 1/2 42/44 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
F t tivo d
Tagmento activo ¢e 17 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
caspasa 3
F t tivo d
ragmento activo ¢e 18 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
caspasa 6
Hemoglutinina (HA) 70 kDa Raton 1:500 Cell Signalling
JNK 46/55 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
Fosfo-JNK 46/55 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
MAPKAPK-2 43/45 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
Neurofilamentos 160/200 kDa Ratoén 1:1.000 Sigma-Aldrich
Fosfo-Neurofilamentos 160/200 kDa Ratén 1:1.000  Santa Cruz Biotechnology, Inc
p38 MAPKs 38 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling
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Fosfo-p38 MAPKs 38 kDa Conejo 1:1.000 Cell Signalling

Fragmento PARP_]_ 89 kDa COHejO 1:2.000 Cell Sl.gﬂa]]jl]g
dé 55-62 kD
Tau w . Conejo 1:5.000  Purificado por Biomedal
exdgena 70/72 kDa
Tau-5 50-70 kDa Ratén 1:5.000 BD Biosciences
Fosfo-Tau AT8 60 kDa Raton 1:500 Innogenetics
Fosfo-Tau Thr-50 60 kDa Oveja 1:1.000 Cedido por la Dra. Cuenda
Fosfo-Tau Thr-69 60 kDa Oveja 1:500 Cedido por la Dra. Cuenda
Fosfo-Tau Thr-181 60 kDa Ratén 1:1.000 Thermo Fisher Scientific
Fosfo-Tau Thr-181
osto-at . r 60 kDa Conejo 1:5.000 Biosource
(Alemania)
Fosfo-Tau Thr-205 60 kDa Conejo 1:1.000 Genscript
Fosfo-Tau PHF-1 60 kDa Raton 1:10.000  Cedido por el Dr. Brandt
Tubulina 55 kDa Raton 1:5.000 Sigma-Aldrich

Tabla 2.2. Lista de anticuerpos primarios empleados en Western blot para células SH-
SY5Y, HEK-293 y PC-12.

Tras esta incubacién se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno en una solucién
de lavado, (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 100 mM y Tween-20 0,05 %), y a continuacién,
se procedié a la incubacion de la membrana durante 45 minutos a temperatura ambiente,
con el anticuerpo secundario especifico (tabla 2.3) conjugado con peroxidasa de rabano y
diluido en la misma solucién que el anticuerpo primario. A continuacién, las membranas se
lavaron tres veces durante 5 minutos, tras lo cual se secaron suavemente y se pusieron sobre
un recipiente adecuado para proceder a la deteccién de proteinas especificas. La deteccion
de las proteinas se realizd incubando las membranas durante 5 minutos con luminol y el
sustrato de la peroxidasa que se encuentra unida al anticuerpo secundario, de este modo se
produce una reaccién de quimioluminiscencia y la luz emitida es capaz de impresionar una
pelicula sensible a ella (Hyperfilm, Amersham Biosciencies). Como sustrato de la reacciéon de
luminiscencia se utiliz6 el reactivo SuperSignal West Pico Chemiluminescent de Pierce

(Rockford, IL, USA). En algunas ocasiones se utilizaron los reactivos Immun-Star™
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WesternC™ Kit de Bio-Rad, Supersignal West Dura Extended Duration Substrate y

Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate, de Pierce.

Anticuerpo Origen Dilucién Casa Comercial

Anti-conejo Burro 1:10.000 Thermo Fisher Scientific
Anti-oveja Conejo 1:5.000 Thermo Fisher Scientific
Anti-ratén Cabra 1:2.000 Thermo Fisher Scientific

Tabla 2.3. Lista de anticuerpos secundarios conjugados con la peroxidasa de rdbano
picante (HRP) utilizados.

Para la cuantificacién de las proteinas, las peliculas impresionadas se escanearon y se

efectud la densitometria correspondiente utilizando el programa informético Image J.

5.9. Reutilizacién de la membrana o stripping

En algunos casos, una misma membrana se utiliz6 para detectar 2 proteinas
diferentes. Para evitar interferencias entre las distintas sefiales, y una vez finalizada la
deteccién de la primera proteina, se llevé a cabo el proceso de stripping, con el que se consigue
eliminar los anticuerpos previamente utilizados. Para ello, se sumergié la membrana en la
“solucién de stripping” que consiste en una solucion 20 mM de tris-2-carboxietil- clorhidrato
de fosfina en agua bidestilada. Se dejé en agitacién continua durante 1 h a 37 °C o toda la
noche a 4 °C. A continuacién se bloquedé durante 2 h a temperatura ambiente o se incubd
toda la noche a 4 °C. Posteriormente, la deteccion de la segunda proteina se realizé en
presencia de su anticuerpo primario especifico siguiendo el protocolo descrito en el apartado

anterior.

6. Técnicas de estudio de la viabilidad y la muerte celular

6.1. Ensayos de viabilidad celular

El crecimiento de la poblacion celular se determiné utilizando el método colorimétrico
del MTT ([3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H bromuro de tetrazolio] y el colorante vital

azul tripano, obteniéndose en ambos casos resultados similares.
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6.1.1. Determinacién de la viabilidad celular mediante el ensayo

colorimétrico del MTT

Este método se basa en el hecho de que las células viables expresan la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa, que es capaz de reducir el MTT [3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-2H bromuro de tetrazolio] a cristales insolubles de formazan (Mosmann,
1983). El formazan, de color pirpura, es un producto que absorbe luz a una longitud de onda
de 570 nm y esta absorbancia puede ser cuantificada en un espectrofotémetro. Dado que la
reduccién sélo tiene lugar cuando las enzimas estan activas, la conversién de MTT (de color
amarillo) a formazédn (de color pirpura) se usa habitualmente como una medida de la
viabilidad celular.

Para realizar estos experimentos, se utilizaron placas de cultivo de 35 mm de
didmetro. Al final de cada tratamiento, se anadi6 0,5 mg/ml de MTT (a partir de una
solucién concentrada de 5 mg/ml de MTT en PBS) directamente en el medio de cultivo.
Después de 45 minutos de incubacién a 37 °C, se retir6 el medio y el formazan precipitado
se disolvié en una solucién acida de isopropanol (HCI1 0,04-0,1 N en isopropanol absoluto).
La cantidad de formazan presente en cada muestra se determiné midiendo la absorbancia a
570 nm. Cada tratamiento se realizd por triplicado y la media de los resultados obtenidos se
expresé como porcentaje de células viables con respecto al grupo control, el cual se establecié

como el 100 %.

6.1.2. Determinacion de la viabilidad celular mediante el colorante

azul de tripano

El azul de tripano, es un colorante azoico que se utiliza en ensayos de viabilidad ya
que permite diferenciar las células vivas de las células muertas. Se basa en el hecho de que
este colorante no puede atravesar la membrana plasméatica de las células vivas, por lo tanto
éstas no se colorean en su presencia. Por el contrario, si que atraviesa la membrana de las
células muertas por lo que se colorean de color azul. Debido a que las células vivas excluyen
al colorante y no se tifien, este método también se llama método de tincién por exclusion.

Después del experimento, las células se recogieron con la ayuda de una espatula de
goma y se disgregaron mediante accion mecanica. Se cogieron 10 nl de la suspensién celular

a los que se agregaron 100 ul de una solucién de azul de tripano. Se agité bien y 10 pl de
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esta mezcla se incorporaron en la camara de contaje. El porcentaje de células viables se
obtuvo directamente a través de su lectura en el contador automatico (TC 10™ Automated

Cell Counter de Bio-Rad).

6.2. Anélisis de apoptosis por citometria de flujo

Este método de anélisis del contenido de ADN permite identificar y cuantificar las
células apoptéticas, ya que como consecuencia de la fragmentacion del ADN aparece un tipo
hipodiploide caracteristico (sub-G0), correspondiente a las células con un contenido de ADN
inferior a 2n (Darzynkiewicz et al, 1992). Al final de cada experimento se recogieron tanto
las células en suspension como las adheridas a las placas. Las células se despegaron de la
placa incubandolas con una solucién de tripsina/EDTA (0,05 % de tripsina y 0,002 % de
EDTA en PBS), se lavaron con PBS frio y se centrifugaron a 3.000 g durante 5 minutos.
Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS frio y se fijaron durante 5 minutos con 70 %
de etanol. Tras eliminar el etanol por centrifugacién, las células se disgregaron en PBS y se
incubaron en presencia de ARNasa (10 mg/ml) durante 30 minutos a 37 °C, con objeto de
degradar el ARN celular. A continuacién, las células se tifieron con 50 pg/ml de yoduro de
propidio durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. El contenido de ADN
por célula se analizé en un citometro de flujo FC500 (Beckman Culter) en la unidad de
citometria del STAB, utilizando un laser de argén con una longitud de onda de emisiéon de

488 nm.

6.3. Analisis de la fragmentacién internucleosomal del ADN

Las células que mueren por apoptosis presentan cambios bioquimicos muy
caracteristicos. Uno de ellos es la degradacién del ADN gendémico como consecuencia de la
activaciéon de endonucleasas enddgenas dependientes de Ca’*" y Mg?". Estas enzimas cortan
el ADN por la regién internucleosomal, dando lugar a fragmentos multiplos de 180 pares de
bases que pueden salir al citoplasma. Estos fragmentos dan lugar a la caracteristica escalera
de ADN cuando se resuelven por electroforesis en geles de agarosa. Para la realizacién de
estos experimentos se utilizaron placas de cultivo de 100 mm de didmetro. Las células
adheridas a la placa y en suspensién se recogieron y se lavaron dos veces con PBS a 4 °C. A
continuacién las células se incubaron con tampén de lisis (Tris 5 mM pH 7.5, EDTA 20 mM

pH 8 y el 0,5 % de Triton X-100) durante 1 hora a 4 °C y en agitacién constante. El lisado
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celular se centrifugd a 20.000 g durante 30 minutos y el sobrenadante se incubd en
presencia de 100 pg/ml de ARNasa A durante 45 minutos a 37 °C, seguida de otra
incubacién con 0,5 % de SDS y 200 pg/ml de proteinasa K durante 45 minutos a 37 °C.
Después de dos extracciones con fenol-cloroformo-isoamilico, el ADN se precipité con
etanol en presencia de 0,3 M de acetato sddico a -80 °C. E1 ADN presente en cada muestra
se analizé6 mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 %, preparados en una solucién
tamp6n de TBE (Tris-acido bérico 90 mM y EDTA 2mM) y conteniendo 0,1 pg/ml de
bromuro de etidio. La electroforesis se llevd a cabo a 80 V durante 2 horas, tras lo cual los
geles se observaron bajo una fuente de luz ultravioleta y se fotografiaron mediante la

utilizacién de un equipo Chemic Doc de Bio Rad.

7. Inmunofluorescencia

Para estos experimentos, las células se sembraron en placas de cultivo Lab-Tek II
(Thermo Scientific Nunc). Al final de cada experimento, las células se lavaron con PBS y se
fijaron con una soluciéon de paraformaldehido al 4 % en PBS durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Después de lavar las células tres veces con PBS éstas se
permeabilizaron con metanol frio durante 20 segundos a temperatura ambiente, (para la
deteccién de tubulina no se realizé este paso). Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 5
minutos con PBS, tras lo cual las uniones inespecificas se bloquearon incubando las células
con PBS y BSA al 0,3 % durante 30 minutos. A continuacién, las células se incubaron con
los anticuerpos especificos diluidos en la solucién de bloqueo durante 24 h a 4 °C en una

camara huimeda. Los anticuerpos primarios utilizados se relacionan en la tabla 2.4.
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Anticuerpo Origen  Dilucién Casa Comercial
MAP-2 Raton 1:250 Sigma-Aldrich
Neurofilamentos Ratén 1:500 Sigma-Aldrich
Tau Conejo 1:500 Purificado por Biomedal
Fosfo-Tau Thr-50 Oveja 1:500 Cedido por la Dra. Ana Isabel Cuenda
Fosfo-Tau Thr-69 Oveja 1:250 Cedido por la Dra. Ana Isabel Cuenda
Fosfo-Tau Thr-181 Ratéon 1:500 Thermo Fisher Scientific
Tubulina Raton 1:1.000 Sigma-Aldrich

Tabla 2.4. Lista de anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia.
A continuacion, las células se lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos y se
incubaron con los anticuerpos secundarios marcados con diferentes fluorocromos durante 2

h en oscuridad. Los anticuerpos secundarios utilizados se especifican en la tabla 2.5.

Anticuerpo Nombre Dilucién Casa Comercial
Anti-conejo Atto 633 1:250 Molecular Probes
Anti-conejo Alexa 488 1:250 Molecular Probes
Anti-oveja Alexa 594 1:250 Molecular Probes
Anti-ratén FITC 1:250 Molecular Probes

Tabla 2.5. Lista de anticuerpos secundarios fluorescentes utilizados en

inmunofluorescencia.

Finalizada la incubacién con el anticuerpo secundario, éste se retira de los pocillos y
las células se incuban con una solucién de DAPI 5 uM en PBS. Tras lo cual se procede al
montaje de las preparaciones utilizando una soluciéon de PBS y glicerol (V:V). Las
preparaciones se analizaron por microscopia confocal de fluorescencia empleando un

equipo Olympus FV1000 en la unidad de microscopia del STAB.

La tincion de mitocondrias se realiz6 con el fluorocromo denominado
MitoTracker® Green, que es capaz de entrar en la mitocondria en funcién del volumen
de la misma. Después de cada experimento, las células (no fijadas) se incubaron en

presencia de 150 nM este fluorocromo durante 30 minutos a 37 °C, tras lo cual se procedid
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a su visualizacién con el microscopio confocal de fluorescencia Olympus FV1000 en la
unidad de microscopia del STAB.

Estos experimentos se realizaron en colaboracién con el Dr. Alberto Alvarez
Barrientos en el Servicio de Técnica Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la

Universidad de Extremadura.

8. Transfeccion transitoria de la proteina Tau en células de

mamifero

8.1. Construcciones de DNA
8.1.1. pCMV5-HA-Tau, -T50A, -T50E, -T69A y -T69E

Para sobreexpresar la proteina Tau en las células SH-SY5Y y HEK-293 el ADNc de
la isoforma 4R2N de la proteina Tau humana (hTau40) unida a hemaglutinina (HA-Tau) se
cloné en el vector de expresion pCMV5. La Thr-50 y la Thr-69 de Tau se mutaron a alanina
(A) o a acido glutdmico (E), mediante mutagénesis dirigida, utilizando el kit Quikchange
(Stratagene). Estas construcciones de ADN fueron cedidas por la Dra. Ana Isabel Cuenda

(Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid).

8.1.2. pCMV5-PAGFP-Tau, -T50A, -T50E, -T69A y -T69E
Para sobreexpresar la proteina Tau en las células PC-12, el ADNc de la isoforma
4R2N de la proteina Tau humana (hTau40) unida a la proteina fluorescente verde
fotoactivable (PAGFP-Tau) se cloné en el vector de expresién pCMV5. La Thr-50 y la Thr-
69 de Tau se mutaron a alanina (A) o a acido glutdmico (E), mediante mutagénesis dirigida,
utilizando el kit de mutagénesis dirigida Q5 (New England BioLabs, Inc.) Estas
construcciones se realizaron en el laboratorio del Dr. Roland Brandt (departamento de

Neurobiologia, Universidad de Osnabriick, Alemania).

8.2. Transformacién, crecimiento bacteriano y extraccién del ADN

plamidico
Antes de comenzar con nuestros estudios, las construcciones de ADN se amplificaron
con objeto de tener suficiente cantidad de las mismas para realizar todos los resultados. Para

ello, y en primer lugar, las bacterias competentes JM109 (Promega) se incubaron en presencia
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del ADN plasmidico (aproximadamente 100 ng) durante 30 minutos en hielo. A continuacién,
se expusieron a choque de calor durante 1 minuto a 42 °C y se incubaron durante otros 5
minutos en hielo. Pasado este tiempo, se afiadié 1 ml de medio LB y la suspensién celular se
incub6 durante 1 hora a 37 °C en agitaciéon constante para permitir la recuperacion y
replicacién de las bacterias. Para seleccionar las bacterias que hubieran incorporado el
plasmido, éstas se sembraron en placas de Petri preparadas con medio LB suplementado con
1,5 % de bactoagar y el antibidtico adecuado, al cual s6lo son resistentes las bacterias
transformadas. Tras permitir el crecimiento en placa durante toda la noche en una estufa a
37 °C, se seleccioné una colonia aislada, que se crecié en 50 ml de medio LB fresco con el
antibiotico adecuado (medio LBA) durante 8-10 horas a 37 °C y en agitacién. Pasado este
tiempo, se realizé una dilucién 1:10 del cultivo en 500 ml de volumen final de medio LBA,
permitiendo el crecimiento de las bacterias durante toda la noche. A continuacién, los
cultivos se centrifugaron a 20.000 g durante 15 minutos a 4 °C y el ADN plasmidico se
purificé utilizando el kit comercial Plasmid Plus Maxi de QUIAGEN.

La concentraciéon del ADN purificado se cuantificé midiendo su absorbancia a 260
nm en un espectrofotémetro, ya que 1 unidad de densidad éptica a 260 nm corresponde a 50

ng/ml de ADN.

8.3. Transfeccién transitoria mediada por lipidos: lipofeccién

8.3.1. Transfeccion de las células SH-SY5Y y HEK-293

El método de lipofeccién con polietilenimina (PEI) (Godbey et al, 1999) se utiliz6
para transfectar las células SH-SY5Y y HEK-293.

El dia anterior a la transfeccion, las células se sembraron en placas de 35 mm de
didmetro en las condiciones habituales de cultivo. Transcurridas 24 h, se prepard la mezcla
de transfeccién diluyendo las construcciones de ADN (1 pg) y el PEI (3 ul, preparado en
tampon HEPES 20 mM pH 8 a una concentracién de 1 mg/ml) en 100 pl de medio libre de
sueros y de antibiéticos. La mezcla se agité vigorosamente y se incubé durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Una vez preparada la mezcla de transfeccion, el medio de cultivo
de las células se eliminé y se reemplazé por medio nuevo al que se anadid, gota a gota, la

mezcla de transfeccién. Después de 24 horas desde la transfeccién, se realizaron los
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experimentos y las células se procesaron de forma diferente dependiendo del objetivo final

del estudio.

8.3.2. Transfeccién de las células PC-12

Las células PC-12 se transfectaron utilizando el reactivo comercial Lipofectamine®
3.000 (InvitrogenTM, Life Technologies) y se siguieron las instrucciones dadas por el
fabricante. El dia anterior a la transfeccion, las células se sembraron en placas de 100 mm
de didmetro en las condiciones habituales de cultivo. Transcurridas 24 h, se prepar6 la mezcla
de transfeccién diluyendo las construcciones de ADN (2,5 pg/ml), 5 nl del reactivo P5.000 y
3,75 pl del Lipofectamine® 3.000 en 250 pl de medio Opti-MEM® I atemperado a 37 °C. La
mezcla se agité suavemente y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
anadié directamente sobre el medio de incubacién de las células. Después de 24 horas de la
transfeccion, se realizaron los experimentos y las células se procesaron de forma diferente

dependiendo del objetivo final del estudio.

9. Ensayo de asociacion al citoesqueleto

La capacidad de asociacién al citoesqueleto de la proteina Tau nativa y la de sus
mutantes en los residuos Thr-50 y Thr-69 se estudié siguiendo el protocolo descrito
por Ding et al., 2006. Para ello, las células HEK-293 transfectadas con las construcciones
pCMV5-HA-TauWT, pCMV5-HA-T50A, pCMV5-HA-T50E, pCMV5-HA-T69A y pCMV5-
HA-T69E se recogieron en PBS atemperado, se centrifugaron a 10.000 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente y finalmente se disgregaron y se lisaron en tampén de extracciéon
atemperado (PIPES/KOH 0,1 M pH 6.75, MgSO, 1 mM, EGTA 2 mM, EDTA 0,1 mM,
Tritéon X-100 0,1 mM, glicerol 2 M, PMSF 1 mM e de inhibidores de proteasas) durante 8
minutos a 37 °C. A continuacién, los extractos celulares se centrifugaron a 15.000 g durante
15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante o fraccién soluble (FS) se recogié y el
precipitado celular se solubilizé en tampdén de carga 2x y se sonicé brevemente,
configurando la fraccién asociada al citoesqueleto o insoluble (FI). Los niveles de la proteina

Tau se analizaron en ambas fracciones mediante Western Blot.
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9.1. Tratamiento con nocodazol

Con objeto de conocer la capacidad de proteccién o estabilizacion de los microtiibulos
de la proteina Tau y de sus mutantes, las células HEK-293 transfectadas con las distintas
construcciones se incubaron en ausencia o presencia de nocodazol 10 pg/ml durante 2 horas
antes de realizar el ensayo de asociaciéon al citoesqueleto descrito anteriormente. Como
indicador de la estabilidad de los microtubulos se analiz6 los niveles de tubulina presentes
en las fracciones asociadas al citoesqueleto mediante Western Blot.

El nocodazol es un agente despolimerizante de microtibulos derivado del
benzimidazol, el cual se une a B-tubulina libre impidiendo su polimerizacién e inhibiendo la
dindmica de los microtibulos in vitro e in vivo (De Brabander et al, 1976; Hoebeke et al.,

1976; Vasquez et al., 1997).

10. Ensayo de union a los microtiibulos in situ

Se siguio el protocolo descrito por Ding et al. en 2006. Veinticuatro horas después de
la transfeccién, las células se disgregaron y lisaron en el tampoén de estabilizacién de los
microtiibulos, previamente calentado a 37 °C (PIPES/KOH 80 mM pH 6.8, GTP 1 mM,
MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 0,5 % y glicerol 30 %, PMSF 1 mM, inhibidores
de proteasas y Taxol 10 uM). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 5.000 g durante
10 minutos a temperatura ambiente y se recogié parte de los sobrenadantes, que constituyen
la fraccién postnuclear (FPN). El resto de los sobrenadantes se centrifugaron a 100.000 g
durante una hora a temperatura ambiente. Se recogieron los sobrenadantes (la fraccion
soluble no unida a microttibulos, FNUM) y los precipitados se lavaron, se disgregaron en el
tampon de estabilizacién de los microtibulos y se sonicaron durante 10 segundos (fraccién
unida a microtibulos, FUM). Los niveles de Tau en cada una de las fracciones se analizaron
mediante Western Blot.

El taxol o paclitaxel es un agente estabilizador de los microtibulos, que se une a la
subunidad B de la tubulina y estabiliza y protege a los microttibulos polimerizados frente a

la despolimerizacién (Schiff et al., 1979; De Brabander et al, 1981).
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11. Ensayo de polimerizacion de tubulina in vitro

11.1. Expresién de las proteinas de fusién GST-Tau

Para poder llevar a cabo este ensayo de polimerizacién in vitro se necesita expresar
las diferentes proteinas de fusién previamente. Se partié de un precultivo de bacterias £. coli
BL2] transformadas con los plasmidos pGEX-6P-1-GST-Tau WT, pGEX-6P-1-GST-T50A,
pGEX-6P-1-GST-T50E, pGEX-6P-1-GST-T69A o pGEX-6P-1-GST-T69E, los cuales se
inocularon en 50 ml de medio LBA estéril (medio LB estéril suplementado con 100 pg/ml
de ampicilina), y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C. Cuando la densidad éptica de los
cultivos a 600 nm alcanzé entre 0,5 y 0,6, se afiadié IPTG a concentracion final 1 mM y se
dejaron durante 4 horas més a 37 °C en agitacion suave continua. Seguidamente, las células
se centrifugaron a 5.000 g 5 minutos a 4 °C y posteriormente el precipitado se lavd dos veces
con el tampén de lavado (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y EDTA 1 mM). Tras la
ultima centrifugacion, el precipitado celular se dispersé, a 4 °C y con la ayuda de pipeta en
6 ml de tampoén de lisis de bacterias (Tris-HC1 50 mM pH 7,5, 0,1 % B-mercaptoetanol, 0,2
mM PMSF, 1 mM de benzamidina, 2 mM de EGTA, 2 mM de EDTA, 1 % Tritén X-100 y
0,25 M de NaCl). Una vez disgregados, y para favorecer la lisis celular, los precipitados se
sometieron a un ciclo de congelacion-descongelacién (se congelaron en N, liquido durante 5
minutos y se descongelaron sumergiéndolos en agua fria). Finalmente, se realizaron 4 ciclos
de sonicacién con microtips, a maxima potencia (75 W) durante 1 minuto, seguido de 30
segundos en hielo sin sonicar. Tras los 4 ciclos, los lisados se centrifugaron a 60.000 g durante
40 minutos a 4 °C. Para terminar, se recogieron los sobrenadantes y se anadié glicerol hasta
una concentraciéon del 10 % para su conservacién. El extracto se dividié en alicuotas y se

conservo a -80 °C hasta su uso.

11.2. Purificacion de las proteinas recombinantes

El siguiente paso es la purificacion de las proteinas de fusién, para la cual se sigue el
protocolo definido por Guan y Dixon, 1991 que consistié en anadir a los lisados bacterianos
un volumen de 2,5 ml de una suspension de glutation-agarosa equilibrada previamente en un
tampon de equilibrado [Tris-HC1 50 mM pH 7,5, B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v) y Brij-35

0,03 % (v/v)]. A continuacién, las muestras se incubaron durante 30 minutos a 4 °C con
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agitacién suave. Tras esta incubacion, se centrifugaron a 5.000 g durante 5 minutos, y los
precipitados se lavaron 4 veces con el tampén de lavado (tampén de equilibrado
suplementado con NaCl 0,125 M). Una vez finalizada la ultima centrifugacién, los
precipitados se disgregaron en tampén trombina (tampén de lavado al que se anadié CaCl,
2,5 mM y 3 pg de trombina), lo que permitié liberar las proteinas de la glutatién-agarosa.
Las suspensiones se incubaron durante 15 minutos a 25 °C y seguidamente se centrifugaron
a 5.000 g durante 5 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes, que contienen bien la proteina Tau
recombinante o bien sus mutantes, se dializaron frente a un tampén de didlisis, compuesto
por Tris-HCI 50 mM pH 7,5, B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v), PMSF 0,2 mM, EGTA 0,1 mM,
Brij-35 0,03 % (v/v) y glicerol 50 % (v/v) y se almacenaron a -80 °C.

Para recuperar la glutation—agarosa para usos posteriores, los precipitados se
dispersaron en tampén glutation [Tris-HCl 50 mM pH 7,5, B-mercaptoetanol 0,1 % (v/v),
PMSF 0,2 mM y benzamidina 1 mM], suplementado en el momento con glutatién fresco 20
mM. A continuacién se centrifugaron a 100 g durante 2 minutos y posteriormente se lavaron
con el tampén glutatiéon con 5 mM de glutation fresco. La glutatién-agarosa se recuperd

finalmente en tampdén de equilibrado.

11.3. Desfosforilacién de las proteinas recombinantes

Para eliminar cualquier posible fosforilacién basal de las proteinas de fusién que
pudiera interferir con el analisis del papel de la fosforilacién de Tau en los residuos Thr-50 y
Thr-69, éstas se trataron con fosfatasas antes de realizar los ensayos de polimerizacion de
tubulina in vitro. Para ello, las proteinas purificadas se llevaron a una concentraciéon de 100
pM en un tampén de desfosforilacion (Tris/HCI 50 mM pH 8, EGTA 0,1 mM y DTT 2 mM)
y las reacciones se iniciaron anadiendo 1 mU de PP2A, permitiendo su curso durante 30

minutos a 37 °C. Las muestras tratadas se conservaron a -20 °C hasta su uso.

11.4. Medida de la polimerizacion de tubulina por turbidez

Las reacciones de polimerizacion de la tubulina in vitro se realizaron en tampoén
PIPES 80 mM pH 6,8, MgCl, 1 mM, EGTA 1 mM y glicerol 50 %, al que se afiadié 10 uM
de tubulina y 10 ptM de cada una de las proteinas de fusién y se iniciaron mediante la adicién

de GTP 1 mM. Las reacciones se incubaron a 37 °C en agitacién constante. La turbidez de
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cada muestra se siguié midiendo la absorbancia a 340 nm en discontinuo, desde el tiempo
cero hasta 45 minutos en intervalos de 30 segundos, utilizando para ello el lector de placas

Victor?, de PerkinElmer.

12. Fraccionamiento celular con sarcosil

Se sigui6 el protocolo descrito en Ding et al, 2006. Veinticuatro horas después de la
transfeccién, las células HEK-293 se recogieron en PBS frio. Una fraccién de 50 pl se separd
y las células, presentes en la misma, se lisaron en el tampén de lisis para extractos celulares
totales (fraccién TT, Tau total). El resto de la suspensién celular se centrifugd a 180 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente y las células se homogeneizaron en el tampdn
Mes (Mes 20 mM pH 6,8, NaCl 80 mM, MgCl-1 mM, EGTA 2 mM, NaH>PO1 10 mM, NaF
20 mM, PMSF 1 mM e inhibidores de proteasas), tras lo cual se centrifugaron a 4 °C
durante 5 minutos a 500 g, para eliminar los nicleos, obteniéndose la fraccién postnuclear
(FPN). A continuacién, la FPN se mantuvo durante 20 minutos a 4 °C, para
despolimerizar los microtiibulos, tras lo cual se centrifugd a 200.000 g durante 30 minutos
a 4 °C. El sobrenadante o fraccion soluble (FS) se recogié y el precipitado se disgregd en el
tampon Mes suplementado con NaCl 500 mM, sucrosa 10 % y sarcosil 1 %. Las muestras
se agitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, se incubaron toda la noche a 4 °C
y finalmente se centrifugaron a 200.000 g durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante o
fraccién soluble a sarcosil (FSS) se recogié y el precipitado o fraccién insoluble a sarcosil
(FIS) se solubilizé en tampén de carga 2x. Los niveles de Tau en cada una de las fracciones

se analizaron mediante Western Blot.

13. Ensayo de pérdida de fluorescencia después de la
fotoactivacion (FDAP)

Se siguid el protocolo descrito por Weissmann et al. en 2009. Esta técnica se realizd
utilizando un microscopio de barrido ldser confocal C1 de Nikon (Nikon Eclipse TE2000-U
invertido), equipado con una camara de incubacién con temperatura y CO, controlados (los
ensayos se ejecutaron a 37 °C y 5 % de CO,). La adquisicién de las imégenes se realiz
utilizando el software EZ-C1. Las imégenes fueron tomadas a una resolucion de 256 x 265

pixeles.

7



Materiales y Métodos

Cuatro dias después de la transfeccion, las células PC-12 se visualizaron en el microscopio
utilizando una longitud de onda de excitacion de 488 nm y se escogié una célula. A
continuacién, se selecciond una regién de unos 6 pm de didmetro de la prolongacién celular,
se fotoactivé mediante un pulso de luz de 405 nm durante 1 milisegundo y se tomaron
imégenes durante 112 segundos a razén de 1 imagen/segundo. El andlisis de las imagenes

se realizd segtn se describe en Igaev et al., 2014.

14. Ensayo de aislamiento de membrana

Después de la transfecciéon y de la diferenciacién, las PC-12 se recogieron en PBS y
se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos. A continuacién, se suspendieron en 500 pl del
tampoén de fraccionamiento subcelular (Tris 10 mM, KCI 10 mM, MgCl, 0,5 mM y EGTA 1
mM, PMSF 1 mM, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 10 pg/ml, pirofosfato sédico 1 mM,
ortovanadato sédico 1 mM y NaF 20 mM), se homogenizaron (con 10 movimientos) y se
centrifugaron a 2.000 g durante 5 minutos para eliminar los nicleos. Los sobrenadantes se
centrifugaron a 110.000 g durante 20 minutos. Se recogieron los sobrenadantes (fraccién
citosélica, FC) y el precipitado se resuspendié en el tampén anterior, constituyendo la
fraccién de membrana plasmatica (FPM). En cada una de las fracciones se analizé los niveles

de Tau mediante Western blot.

15. Anélisis estadistico

Todos los tratamientos experimentales se realizaron por triplicado y cada
experimento se repitié al menos tres veces. Los resultados se muestran como la media y
su correspondiente error estdndar. La comparaciéon estadistica entre los grupos
experimentales se realizé6 mediante el test de la ¢ de Student. La diferencia entre los

grupos experimentales se considerd significativa cuando sus medias mostraron una p<0,05.
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FEfecto del estrés hiperosmotico sobre la proteina Tau

Capitulo 1. Estudio del efecto del estrés hiperosmotico sobre

Tau en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y

La hiperosmolaridad, que se define como el aumento anormal de la concentraciéon
osmolar en la sangre o en otros liquidos corporales, representa un estrés muy importante
para las células, debido a la pérdida de agua por 6smosis y la consecuente contraccion del
tamano de éstas. Las células poseen mecanismos para compensar la hiperosmolaridad, como
acumular pequefias moléculas organicas e iones inorganicos o biomoléculas especificas
osmoprotectoras que las protegen de la deshidratacion causada por las fluctuaciones
osmoticas (Libioulle et al., 1996) y que no afectan fisica ni bioquimicamente a ningiin proceso
celular y actdan aumentando la osmolaridad interna de la célula y posibilitando la entrada
de agua del exterior de manera més eficiente (Burg et al, 2007).

El estrés hiperosmoético en el cerebro estd asociado con varias alteraciones
fisiopatoldgicas como la hipernatremia, la deshidratacion, la hiperglucemia, la insuficiencia
renal y con traumas o edemas producidos por un tumor cerebral. En estas condiciones se
produce un movimiento de agua desde las células nerviosas hacia el plasma, lo que provoca
una disminucién en el volumen del cerebro como consecuencia de la contraccién celular.

Durante este proceso tienen lugar importantes reorganizaciones del citoesqueleto que
afectan tanto a la morfologia como a las funciones de las neuronas. Si el estrés hiperosmético
es severo o se prolonga en el tiempo, las neuronas pierden la capacidad de regular su
volumen, lo que provoca su muerte y la apariciéon de trastornos neuroldgicos (Simon y
Freedman, 1980). El efecto directo que tiene la hiperosmolaridad sobre células del sistema
nervioso ha sido poco estudiado, aunque se ha mostrado que induce la fosforilacion de
Tau, de HSP27 y la activaciéon de caspasa 3 (Jenkins et al, 2000; Stoothoff y Johnson,
2001; Niswander y Dokas, 2006, 2007).

En base a lo descrito anteriormente, en este primer capitulo hemos estudiado, con
mayor profundidad, los mecanismos moleculares implicados en las modificaciones
postraduccionales que tienen lugar en Tau en respuesta al estrés hiperosmotico y su posible

relacion con la muerte neuronal. Como agente inductor de estrés hiperosmético hemos
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utilizado el sorbitol, por ser el compuesto que mas se utiliza en este tipo de estudios y por
ser un potente activador de las rutas de senalizacion de las MAPKSs e inducir apoptosis en

varios tipos celulares (Sheikh-Hamad y Gustin, 2004; Zhong et al., 2007).

1. Protedlisis de Tau y muerte celular por apoptosis

1.1. El estrés hiperosmotico induce protedlisis de Tau

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Olivera Santa-Catalina, 2012)
mostraban que el sorbitol inducia la protedlisis de Tau de una forma dependiente al
tiempo de exposicién (figura 1.1-A) y que este efecto estaba mediado por caspasa 3 ya que
su inhibidor especifico, el compuesto Z-DEVD-fmk, prevenia la aparicion de la forma
proteolizada de Tau y la de su sustrato especifico PARP-1 (figura 1.1-B).

Pero varios estudios muestran que ademas de la caspasa 3, la caspasa 6 juega un
papel muy importante en la protedlisis de Tau asociada a la EA (ver capitulo de
Introduccion). Estos estudios, junto con el hecho de que caspasa 6 puede ser activada por
caspasa 3 (LeBlanc, 2013), nos llev6 a plantearnos la posibilidad de, si en nuestras
condiciones experimentales, caspasa 6 podria estar también implicada en la protedlisis de
Tau. Por ello, y como primera aproximacion, analizamos la presencia del fragmento activo
de caspasa 6 en respuesta a sorbitol y su posible regulacién por caspasa 3. Tal y como
podemos observar en la figura 1.1-C, el sorbitol produjo un aumento en los niveles del
fragmento activo de caspasa 6, aumento que se previno casi completamente en presencia
del inhibidor Z-DEVD-fmk. Estos resultados sugerian que la caspasa 6 podria contribuir

en la protedlisis de Tau inducida por sorbitol.
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Figura 1.1.- El estrés hiperosmdtico induce la protedlisis de Tau. A: Estudio tiempo-respuesta.
Las células se incubaron en ausencia de sueros durante 12 horas y, a continuacién, se trataron con
sorbitol 0,5 M durante los tiempos indicados en la figura. B y C: Efecto del inhibidor de caspasa 3,
Z-DEVD-fmk. Las células se pretrataron durante 1 hora con 25 pM del inhibidor Z-DEVD-fmk
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antes de incubarlas con sorbitol 0,5 M durante 1 h mas. Al final de cada experimento, los niveles de
las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot. En la figura se muestra una imagen
representativa y el analisis densitométrico correspondiente a la media + el error estandar de la media
(EEM) de, al menos, 3 experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de

Kokk

Tau (integra o proteolizada) con respecto al control. **p<0,01 y p<0,001, comparado con las

células sin tratar.

1.2. El tratamiento con sorbitol promueve la activacién de caspasa 6
en las células SH-SY5Y

A la vista de los resultados anteriores decidimos estudiar si caspasa 6 podria estar
implicada en la protedlisis de Tau inducida por el estrés hiperosmoético. Por ello, lo
primero que hicimos fue examinar si el sorbitol promovia la activacién de esta proteasa.
De forma paralela, analizamos la activacion de caspasa 3/7. En la figura 1.2-A se puede
observar que el sorbitol produjo un aumento en la actividad de la caspasa 6 de manera
dependiente del tiempo de incubaciéon. El incremento en la actividad de caspasa 6 fue
rapido y significativo a los 30 minutos y alcanzé el méaximo a los 60 minutos,
manteniéndose hasta el final de experimento (3 horas). De forma paralela, el sorbitol
indujo un aumento en la actividad de la caspasa 3, tal y como habiamos observado
previamente (Olivera Santa-Catalina, 2012), aunque el aumento de activacién de esta
caspasa fue casi 3 veces mas intensa que la de caspasa 6. En estos mismos experimentos,
analizamos la presencia del fragmento activo de ambas caspasas y como podemos observar
en la figura 1.2-B, éstos comenzaron a aparecer a los 30 minutos, alcanzando sus niveles
maximos a los 60 minutos, para disminuir a continuacién a pesar de que las actividades
enzimaticas se mantuvieron en el tiempo. Si bien los resultados de presencia de fragmento
activo de caspasa no coinciden completamente con la actividad, esta correlaciéon si se
observa al comparar la activacién de caspasa 3 y su capacidad de proteolizar a uno de sus
sustratos, ya que el aumento en los niveles de PARP-1 proteolizada iba en paralelo con
los niveles de activaciéon de la proteasa (figura 1.2-B). El mismo tipo de experimentos se
realiz6 para la protedlisis de la proteina lamina A, sustrato especifico de caspasa 6, pero

no fue detectada por Western blot en este tipo celular y en nuestras condiciones.
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Figura 1.2.- La actividad y el fragmento activo de las caspasas 6 y 3 aumentan en respuesta al
tratamiento con sorbitol. A: La actividad de las caspasa 6 y 3 se determiné en los lisados celulares
mediante espectrofluorimetria, segtin se detalla en el apartado Materiales y Métodos. Los resultados se
expresan como el incremento de fluorescencia/minuto/mg de proteina. Se muestra la media + EEM de
dos experimentos independientes medidos por triplicado. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001, con
respecto al control. B: Los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot. En

la figura se muestra una imagen representativa de dos experimentos independientes.
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1.3. La inhibicién de la actividad caspasa 6 previene parcialmente la

protedlisis de Tau

Una vez comprobado que la caspasa 6 se activaba en respuesta a sorbitol, se
procedié a determinar su papel en la protedlisis de Tau. Con este fin, las células se
incubaron con sorbitol en ausencia o presencia de diferentes concentraciones del inhibidor
de caspasa 6, el compuesto Z-VEID-fmk.

En la figura 1.3-A, se puede observar que la protedlisis de Tau inducida por sorbitol
se previno parcialmente en presencia del inhibidor de caspasa 6, siendo esta prevencién
significativa a partir de una concentraciéon de 2 pM. El efecto del inhibidor Z-VEID-fmk fue
especifico ya que inhibié la actividad de caspasa 6 de manera dependiente de su
concentracién (figura 1.3-B). Por otra parte, con objeto de saber si podria existir una
interaccién entre caspasa 6 y caspasa 3, en estos mismos experimentos estudiamos la
activaciéon de caspasa 3 analizando por una parte los niveles del fragmento activo de la
misma, y por otra la presencia del fragmento proteolizado de su sustrato PARP-1. Como se
puede ver en la figura 1.3-C, el inhibidor Z-VEID-fmk produjo una disminucién en la
actividad de caspasa 3 pero sélo cuando se utilizé a la concentracién més elevada de 10 uM,
no afectando a dicha actividad cuando se utilizé a bajas concentraciones de 2 y 5 pM. En
conjunto estos resultados indican que la caspasa 6 estd implicada en la protedlisis de Tau
inducida por el estrés hiperosmoético y que elevadas concentraciones del inhibidor Z-VEID-

fmk pueden inhibir la activacién de la caspasa 3.
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Figura 1.3.- La protedlisis de Tau inducida por sorbitol estd mediada por caspasa 6. Las

células SH-SY5Y se incubaron con sorbitol 0,5 M en ausencia o presencia de diferentes
concentraciones del inhibidor de caspasa 6, Z-VEID-fmk. Al final de cada experimento, la protedlisis
de Tau se analiz6 mediante Western blot (A), la actividad de caspasa 6 se estudié mediante
espectrofluorimetria (B) y la activacién de caspasa 3 se determiné, de forma indirecta, analizando el
fragmento activo de la misma y la protedlisis de su sustrato, PARP-1, mediante Western blot (C).

En la figura se muestra una imagen representativa y el andlisis densitométrico

87



Resultados

correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. La actividad enzimética se
expresa como incremento de fluorescencia/minuto/mg de proteina y se muestra la media + EEM
de dos experimentos independientes medidos por triplicado. *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001, con

respecto al control.

1.4. La proteina Tau es proteolizada en el extremo N-terminal por
caspasa 6 y caspasa 3

En el capitulo de Introduccién vimos que los sitios de corte de caspasa 6 en Tau se
localizan en el Asp-13 y posiblemente en el Asp-402 y Asp-421, mientras que caspasa 3
corta en el Asp-25 y el Asp-421 (Wang et al, 2007b). Con el objetivo de averiguar en qué
extremo de Tau cortan estas proteasas en nuestras condiciones experimentales, realizamos
una serie de experimentos en los que utilizamos células de neuroblastoma transfectadas
con la construccién pCMV5-HA-hTau40. Se utilizd esta construccién porque la protedlisis
de Tau en su extremo N-terminal se puede seguir facilmente mediante la utilizacién de
anticuerpos que reconozcan la etiqueta HA situada en el extremo N-terminal de Tau. Por
otra parte, la protedlisis de Tau en la posicion Asp-421 se estudié utilizando un anticuerpo
que reconoce especificamente esa forma truncada de Tau (Tau-C3).

Pero antes de comenzar este estudio, teniamos que saber si la Tau exdgena respondia
de la misma forma que la Tau enddgena al estrés hiperosmoético. Por ello, las células
transfectadas se incubaron en presencia de sorbitol 0,5 M durante diferentes periodos de
tiempo, tras los cual analizamos la proteina Tau mediante Western blot. En la figura 1.4-A
se puede observar que el tratamiento con sorbitol también produjo la protedlisis de Tau
recombinante (Tau ex6gena, de unos 70 KDa) de una manera dependiente del tiempo de
incubacién. Resulta importante destacar que tanto el patrén de fragmentacién como el
marco temporal fueron similares a los observados en la proteina Tau endégena. Por otra
parte, cuando se examiné la expresién de la proteina Tau recombinante, mediante Western
blot, utilizando un anticuerpo que reconoce la etiqueta HA, se observé que ésta desaparecia
casi totalmente después de 1 hora de tratamiento con sorbitol. Estos resultados sugieren que
la protedlisis de Tau en respuesta a estrés hiperosmotico tiene lugar, al menos en parte, en
el extremo amino terminal. El efecto del sorbitol sobre la protedlisis de Tau en el extremo
C-terminal lo desconocemos ya que el anticuerpo Tau-C3 no reconocié esta forma truncada

de Tau en nuestras condiciones experimentales.
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Una vez que comprobamos que el sorbitol promovia la protedlisis de Tau en el
extremo N-terminal quisimos saber qué caspasa estaba mediando este efecto. Por lo que las
células transfectadas con el vector de expresion pCMV5-HA-hTau40 se incubaron con
sorbitol en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de los inhibidores especificos
de caspasa 6 y de caspasa 3. Los resultados obtenidos, que se muestran en la figura 1.4-B,
indican que ambas proteasas estan implicadas en el procesamiento del extremo N-terminal

de Tau, dado que su inhibicién previene parcialmente la desaparicion de HA.
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Figura 1.4.- El sorbitol induce la proteoclisis de Tau en el extremo N-terminal: papel de caspasa
6 y 3. A: Estudio tiempo-respuesta. Las células transfectadas con el vector de expresion pCMV5-
HA-hTau40 fueron privadas de suero durante 12 horas antes de estimularlas con sorbitol 0,5 M
durante los tiempos indicados en la figura. B: Efecto de la inhibicion de caspasa 6 y 3. Las células
transfectadas se pretrataron durante 1 hora con diferentes concentraciones del inhibidor de caspasa

6, Z-VEID-fmk, y del inhibidor de caspasa 3, Z-DEVD-fmk y, a continuacién, se incubaron con 0,5 M
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de sorbitol durante 1 hora méas. La presencia de Tau y de HA en los lisados celulares se analizo
mediante Western Blot. En la figura se muestra una imagen representativa y el andlisis
densitométrico correspondiente a la media + EEM de dos experimentos independientes. Los datos se

expresan como el porcentaje de los niveles de HA-Tau con respecto al control.

1.5. El estrés hiperosmético promueve cambios en la morfologia v la

muerte por apoptosis en las células SH-SY5Y

Se ha manifiestado en numerosos trabajos que la protedlisis de Tau esta asociada a
eventos tempranos de apoptosis y a alteraciones del citoesqueleto celular (Fasulo et al,
2000). Por ello, quisimos comprobar si en nuestras condiciones experimentales, la
protedlisis de Tau observada estaba asociada con estos eventos. En primer lugar
estudiamos el efecto del estrés hiperosmético sobre la morfologia celular. Como se puede
observar en la figura 1.5-A, el sorbitol produjo cambios morfolégicos que fueron
dependientes del tiempo de incubacion. Las células comenzaron a padecer el efecto del
estrés hiperosmético a tiempos muy cortos, en los primeros 15 minutos, donde se pudo
apreciar una disminucién del volumen celular. A medida que transcurria el tiempo, se
observaron numerosas células con una morfologia redondeada y refringente, alguna de ellas
flotando en el medio de cultivo. A las 3 horas de exposicion a sorbitol, una gran parte de
las células se encontraron suspendidas en el medio. Estas observaciones sugerian que el
sorbitol podria estar induciendo la muerte celular, por lo que lo siguiente que hicimos fue
cuantificar la viabilidad celular en las mismas condiciones experimentales utilizando para
ello dos métodos diferentes, el del MTT y el de azul tripano, tal y como se describe en el
apartado de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos indican que el sorbitol
promueve una disminucién en la viabilidad celular que era dependiente del tiempo de
incubacién (figura 1.5-B). El porcentaje de células vivas disminuy6 significativamente a
partir de los 30 minutos, llegando a ser minimo a las 3 horas. Cabe destacar que se

obtuvieron datos muy similares con ambas técnicas, dando validez a los resultados.
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Figura 1.5.- El estrés hiperosmdtico promueve cambios morfolégicos y disminucion de la
viabilidad celular. Las células fueron privadas de suero durante 12 horas antes de estimularlas con
sorbitol 0,5 M durante los tiempos indicados en la figura. A: A continuacién, la morfologia celular
se observd a través de un microscopio de contraste de fases a 100x aumentos y se realizaron las
correspondientes fotografias. B: La viabilidad celular se determiné mediante el método colorimétrico
del MTT y del azul tripano, segiin se describe en el apartado Materiales y Métodos. La viabilidad
celular se expresa como el porcentaje de células viables con respecto al control. Se muestra la media
+ EEM de tres experimentos independientes medidos por triplicado. *p<0,05, **p<0,01 y

***p<0,001, comparado con las células sin tratar.
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Una vez evidenciado que el sorbitol disminuye la viabilidad celular, el siguiente paso
fue esclarecer qué tipo de muerte sufrian estas células en respuesta a sorbitol. Como la
protedlisis de Tau estd asociada al proceso de apoptosis, y éste se ha relacionado
frecuentemente con la muerte celular observada en la enfermedad de Alzheimer y en otras
enfermedades neurodegenerativas (Cotman y Anderson, 1995; Castro et al, 2010),
decidimos estudiar si el sorbitol inducia apoptosis en nuestras condiciones experimentales.
Asi, en primer lugar analizamos la presencia de células que estan sufriendo apoptosis
mediante citometria de flujo, ya que uno de los marcadores que indican muerte por
apoptosis es el contenido hipodiploide del ADN de las células. Como se puede observar en
la figura 1.6-A, el sorbitol produjo un aumento en el porcentaje de células apoptdticas que
fue dependiente del tiempo de exposicién. El efecto fue significativo desde los 30 min de
incubacién y aumenté progresivamente hasta las 3 horas, que fue el ultimo tiempo
estudiado. En segundo lugar, estudiamos el efecto del sorbitol sobre la morfologia nuclear,
ya que algunas caracteristicas que definen el proceso de apoptosis son la condensacién de
la cromatina y la fragmentacién del nicleo. Para ello, las células se visualizaron mediante
microscopia confocal después de haber tenido los nicleos con DAPI, tal y como se describe
en el apartado de Materiales y Métodos. Como se muestra en la figura 1.6-B, la aparicién
de nucleos condensados fue evidente después de 1 hora de tratamiento con sorbitol
(cabezas de flechas en color blanco). A las 2 h, se observé gran cantidad de cuerpos
apoptéticos en relacién con el nimero total de células (cabezas de flechas en color blanco).
Por ultimo, analizamos si el sorbitol inducia la fragmentacion internucleosomal del ADN,
que es la caracteristica bioquimica que define el proceso de apoptosis. Como se muestra en
la figura 1.6-C, la fragmentacion internucleosomal del ADN se observé a los 30 min
aunque fue mas patente a las 2 y 3 horas de exposicién al sorbitol.

En conjunto, estos resultados muestran que la protedlisis de Tau inducida por el

estrés hiperosmotico esta asociada a la muerte celular por apoptosis.




FEfecto del estrés hiperosmotico sobre la proteina Tau

% Apoptosis

0 15 30 60 120 180
Tiempo (min)

M 0 15 30 60 120 180

Tiempo (min)

Figura 1.6.- EI estrés hiperosmdotico induce la apoptosis de las células SH-SY5Y. Las células se
incubaron durante 12 horas en ausencia de suero, tras lo cual se trataron con sorbitol 0,5 M durante
los tiempos indicados en la figura. A: Cuantificacién de la apoptosis. Al final del experimento, la
proporcién de células que presentaban ADN hipodiploide se determiné por citometria de flujo, segin
se describe en el apartado Materiales y Métodos. Cada valor representa la media + EEM de tres

***p<0,001, comparado con las células control. B: Morfologia nuclear.

experimentos diferentes.
Después del tratamiento, las células se fijaron con paraformaldehido, se tiferon con DAPI y se
analizaron por microscopia confocal. Las cabezas de flecha blancas indican la presencia de ntcleos
condensados y fragmentados. C: Fragmentacién internucleosomal del ADN. Después del tratamiento,
las células se lisaron y el ADN presente en el citoplasma de la célula se purificé y analizo, segtin se
detalla en el apartado de Materiales y Métodos. En la figura se muestra una imagen representativa
de 2 experimentos independientes. M hace referencia al marcador de pesos moleculares y las flechas

a las bandas del ADN fragmentado.
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1.6. La inhibicién conjunta de las caspasas 6 y 3 previene la apoptosis
de las células SH-SY5Y inducida por estrés osmético

Tras comprobar que se produce apoptosis debido al estrés hiperosmoético inducido
por sorbitol, el siguiente paso fue evaluar el papel de las caspasas 6 y 3 en este proceso.
Con este fin, las células se pretrataron con los inhibidores de estas caspasas, de forma
individual o conjunta, se estimularon con sorbitol durante una hora y la apoptosis se analizé
mediante citometria de flujo. En la figura 1.7-A se puede observar que la inhibicién de
caspasa 6 no previno la aparicién de apoptosis con ninguna de las concentraciones del
inhibidor Z-VEID-fmk utilizada. Concentraciones bajas del inhibidor de caspasa 3,
tampoco previnieron la apoptosis inducida por sorbitol. Sin embargo, la concentracién del
inhibidor de caspasa 3 maés alta utilizada, la de 25 pM, si que la previno. Ya que esta
concentracién inhibia la activacién de las caspasas 3 y 6 (figura 1.1) decidimos estudiar si
la inhibicién conjunta de ambas caspasas era necesaria para prevenir el proceso de
apoptosis inducido por sorbitol. Para ello, las células se incubaron con sorbitol en
presencia de bajas concentraciones de ambos inhibidores. Como se puede observar en la
figura 1.7-A, la apoptosis inducida por sorbitol si que se previno, aunque de forma parcial,
cuando las células se incubaron en presencia de bajas concentraciones de ambos

inhibidores.

Estos resultados sugerian que para prevenir la apoptosis inducida por sorbitol era
necesario inhibir la actividad de ambas caspasas. Para comprobar este hecho, lo que
hicimos fue estudiar el efecto del inhibidor general de caspasas, el compuesto Z-VAD-fmk,
en nuestras condiciones experimentales. Como podemos ver en la figura 1.7-B, elevadas
concentraciones de este inhibidor previno completamente la apoptosis inducida por sorbitol.

En conjunto nuestros resultados sugieren que la caspasa 6 y la caspasa 3 inducen la
protedlisis de Tau en respuesta a sorbitol de forma independiente, pero que es necesaria su

accion conjunta para que las células mueran por apoptosis en respuesta a este tipo de estrés.
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Figura 1.7.- Las caspasas 6 y 3 median la apoptosis inducida por sorbitol. Las células privadas
de suero durante 12 horas fueron tratadas con sorbitol 0,5 M en presencia o ausencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores de caspasa 6, (Z-VEID-fink) y de caspasa 3 (Z-DEVD-fmk) (A) y
del inhibidor general de caspasas (Z-VAD-fmk) (B). Al final del experimento, la proporcién de
células que presentaban ADN hipodiploide se determiné por citometria de flujo, como se describe en
el apartado de Materiales y Métodos. Cada valor representa la media + EEM de dos experimentos

diferentes realizados por duplicado. ***p<0,001, comparado con las células control.
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2. Fosforilacion de la proteina Tau

2.1. El estrés hiperosmético induce la fosforilacién de Tau

Como se expuso en el capitulo de Introduccién, la fosforilacién es la modificacién
postraduccional mas importante y estudiada de Tau, ya que estd implicada en el inicio y el
desarrollo de las diferentes patologias asociadas con la proteina. Asi, la fosforilacion
aberrante es una de las causas de la agregaciéon de Tau y los residuos fosforilados que se
encuentran en estos agregados constituyen marcadores de las enfermedades
neurodegenerativas.

La regulacion de la fosforilacién de Tau en los dominios de repeticiéon y las regiones
adyacentes ha sido ampliamente estudiada, sin embargo poco se sabe de la regulacién de
la fosforilacién de Tau en su extremo N-terminal. Debido a ello, nos propusimos estudiar
la regulacion de la fosforilacion de Tau en el residuo Thr-50. Elegimos este sitio de
fosforilaciéon porque sélo estd presente en las isoformas de Tau de especies animales que
desarrollan de forma esponténea filamentos de esta proteina, como en humanos, otros
primates, cabras y vacas (Nelson et al, 1996) y se encuentra fosforilado en los NFTs
(Feijoo et al., 2005). Por otra parte, y con objeto de saber si el estrés hiperosmético regula
la fosforilacién de diferentes residuos de Tau de la misma manera, estudiamos la
fosforilacién de Tau en otro residuo presente en el extremo N-terminal, la Thr-69, y en dos
residuos situados en la regién rica en prolinas, la Thr-181 y la Thr-205. Escogimos estos
ultimos residuos de Tau, ya que también se encuentran fosforilados en los NFTs y su nivel
de fosforilacién en el liquido cefalorraquideo se utiliza como marcador de la EA
(Godemann et al., 1999; Hanger et al, 2009; Blennow et al., 2012).

Para comenzar con nuestros estudios, las células se incubaron en presencia de
sorbitol 0,5 M durante diferentes periodos de tiempo, tras lo cual los niveles de
fosforilacion de Tau en cada uno de los residuos se analizé mediante Western blot
utilizando anticuerpos de Tau fosfoespecificos. Como se muestra en la figura 1.8, el
tratamiento con sorbitol indujo un rapido aumento en la fosforilacion de Tau en la
posicién Thr-50, que resulté ser dependiente del tiempo de incubacién, comenzando a los
15 minutos y alcanzando su maximo a los 60 minutos, para disminuir a continuacién.

Resultados similares se obtuvieron cuando se analiz6 la fosforilacién de Tau en los residuos
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Thr-181 y Thr-205. Sin embargo, el sorbitol no estimulé la fosforilacion de Tau en el
residuo Thr-69, y lo que se observé fue una disminucién en los niveles de fosforilacién del
mismo a partir de la hora de incubacion con sorbitol. Es importante destacar que sélo se
detecté fosforilacion en la proteina Tau completa y no en la forma proteolizada (figura
1.8). En funcién de estos resultados, los experimentos posteriores de este trabajo se
realizaron utilizando un tiempo fijo de tratamiento con sorbitol de 1 hora, que es el tiempo

en el que se detecto la fosforilacion méaxima de la Thr-50.
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Figura 1.8.- El estrés hiperosmotico promueve la fosforilacion de diversos residuos de Tau. Las
células privadas de suero durante 12 horas se trataron con sorbitol 0,5 M durante los tiempos
indicados en la figura. Después del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina
(10 pg para la deteccién de Tau total y actina y 30 png para las formas fosforiladas de Tau) se
analizaron por Western blot. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis
densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de Tau fosforilada con respecto al control. *p<0,05 y

**p<0,01, comparado con las células sin tratar.
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2.2. Activacién de las MAPKSs en respuesta al estrés hiperosmético

Una vez comprobado que el tratamiento con sorbitol promovia un aumento en la
fosforilacion de los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau, nuestro siguiente objetivo
fue estudiar si las rutas de senalizacion de las MAPKSs, y en particular las rutas de las
p38s, de las ERK 1/2 y de las JNKSs, podrian estar implicadas en este proceso. Para ello,
en primer lugar estudiamos si el sorbitol inducia la activacién de estas quinasas. En la
figura 1.9 se puede observar que el sorbitol promovié la fosforilacién, y por tanto la
activacién, de las quinasas estudiadas, aunque los patrones de activacion fueron diferentes
entre ellas. Mientras que los niveles de fosforilacion de las p38s y las ERK 1/2 aumentaron
rapida y progresivamente durante los primeros 60 minutos, para después mantenerse o
disminuir ligeramente, los niveles de fosforilacion de las JNKs alcanzaron un maximo a los
30 minutos, disminuyendo bruscamente a continuacién, aunque siguieron por encima de
los niveles basales durante las 2 horas que durd el experimento. Los efectos del sorbitol
fueron especificos sobre la fosforilacion de las quinasas, ya que, como se puede observar en

la figura 1.9, los niveles totales de las mismas no resultaron afectados por el choque
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Figura 1.9.- Diferentes MAPKs se activan tras el tratamiento con sorbitol. Las células privadas
de suero durante 12 horas fueron tratadas con sorbitol 0,5 M durante los tiempos indicados en la
figura. Después de cada experimento, los niveles de fosforilacion y totales de cada una de las proteinas
quinasas estudiadas se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos especificos. En la figura se

muestra un blot representativo de, al menos, tres experimentos independientes.
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2.3. Papel de las p38 MAPKSs en la fosforilacién de Tau inducida

por estrés osmoético

Una vez comprobado que las p38s se activaban en respuesta a choque osmético,
nos propusimos analizar la posible contribucién de esta ruta de sefalizacién en la
fosforilaciéon de los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau que observdbamos en
dichas condiciones experimentales. Para ello, las células se incubaron con sorbitol en
ausencia o presencia de dos concentraciones del inhibidor farmacolégico BIRB0796. Cabe
recordar, que la concentracion de 0,1 pM inhibe a las isoformas oy f y la de 1 pM
inhibe también a las isoformas yy & (Kuma et al, 2005). Como se puede observar en la
figura 1.10, el aumento en los niveles de fosforilacién de Tau en el residuo Thr-50 inducida
por sorbitol sélo se previno cuando se utilizé6 una concentracién del inhibidor de 1 uM.
Similares resultados se obtuvieron cuando se analizé la fosforilacién de Tau en el residuo
Thr-181. Sin embargo, cuando se estudié la fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-205 se
observo que las dos concentraciones del inhibidor utilizadas prevenian la fosforilacion de
Tau en respuesta a sorbitol (figura 1.10). Ademéas podemos observar que la incubacién de
las células con el inhibidor sélo produjo una disminucién en los niveles de fosforilacion
basal de Tau, siendo muy patente este efecto en la fosforilacién del residuo Thr-181. Por
otra parte, también se puede observar que la inhibicién de la ruta de las p38s no prevenia
la protedlisis de Tau inducida por sorbitol, tal y como habiamos observado previamente
(Olivera Santa-Catalina, 2012). Para comprobar que el inhibidor habfa funcionado
correctamente, analizamos mediante Western Blot la proteina MAPKAPK-2, un sustrato
de las p38 MAPKSs, ya que esta descrito que la fosforilacion de MAPKAPK-2 reduce su
movilidad electroforética en geles SDS-PAGE (Feijoo et al, 2005). Tal y como se observa
en la figura 1.10, el inhibidor previno el retardo de la movilidad electroforética que sufre la
proteina MAPKAPK-2 en respuesta a sorbitol.

En conjunto nuestros resultados sugieren que las isoformas y y 6 de las p38s estan
implicadas en la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50 y Thr-181 inducida por
sorbitol, mientras que todas las isoformas pueden estar implicadas en la fosforilacién del
residuo Thr-205. A su vez, apuntan a que estas quinasas regulan la fosforilacién basal de

Tau en los residuos estudiados pero no regulan la protedlisis de Tau.
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Figura 1.10.- Las proteinas quinasas p38s regulan la fosforilacion de Tau inducida por estrés
hiperosmdotico. Las células, privadas de suero durante 12 horas, fueron pretratadas durante una hora
con diferentes concentraciones del inhibidor farmacolégico especifico de las p38, el compuesto
BIRBO0796. Transcurrido este tiempo, se anadio sorbitol 0,5 M y la incubacién se prolongé durante 1
hora més. Al finalizar el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se
analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto
del inhibidor se analiz6 la movilidad electroforética de MAPKAPK-2. En la figura se muestra un blot
representativo y el andlisis densitométrico correspondiente a la media £ EEM de tres experimentos
independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de Tau fosforilada con

respecto al control. *p<0,05 y **p<0,01, comparado con las células sin tratar.
P

2.4. La ruta de las ERK 1/2 no regula la fosforilacién de Tau en

respuesta a sorbitol en los residuos estudiados

Con objeto de conocer la posible contribucién de la ruta de las ERK1/2 en la
fosforilaciéon de los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau inducida por sorbitol
utilizamos el inhibidor farmacolégico U0126, el cual actia a nivel de la proteina MEK-1
(Bain et al.,, 2007). Como se muestra en la figura 1.11, ninguna de las concentraciones del

inhibidor utilizadas, 1 utM y 10 pM, previno la fosforilaciéon de Tau inducida por sorbitol en
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los residuos estudiados. Sin embargo, el inhibidor si que previno la fosforilacién basal de los
mismos. También se puede observar que la inhibicién de la ruta de las ERKs no previno la
protedlisis de Tau inducida por sorbitol, tal y como habiamos observado previamente
(Olivera Santa-Catalina, 2012). Para comprobar que el inhibidor habia funcionado
correctamente, analizamos los niveles de fosforilacién de ERK 1/2 y como podemos
observar el inhibidor previno la fosforilacién de ERK 1/2 inducida por sorbitol de una
manera dependiente de su concentracién. También disminuyé la fosforilacién basal de esta

proteina.

Nuestros resultados sugieren que la ruta de las ERK 1/2 no participa en la
fosforilacién ni en la protedlisis de Tau inducida por sorbitol, pero si que puede participar
en la fosforilacién basal de Tau.
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Figura 1.11.- La ruta de sefializacion de las ERK 1/2 no participa en la fosforilacion de Tau
Inducida por estrés hiperosmotico. Las células se trataron como en la figura anterior pero utilizando
diferentes concentraciones del inhibidor especifico de las ERK 1/2, el compuesto U0126. Al finalizar
el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se
analizaron los niveles de fosforilaciéon de ERK 1/2. En la figura se muestra un blot representativo y
el analisis densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes.
Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de Tau fosforilada con respecto al control.

*p<0,05, ¥**¥p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células sin tratar.
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2.5. La ruta de sefializacién de las JNKs estd implicada en

la fosforilacién de Tau inducida por sorbitol en los residuos estudiados

Ademas de a las p38s y a las ERKs, el sorbitol induce la activacién de las JNKs.
Con objeto de estudiar la implicacién de esta ruta en la fosforilaciéon de Tau, las células se
incubaron en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de un inhibidor peptidico
que bloquea la fosforilacién, y en consecuencia la activacion de estas quinasas, los resultados
obtenidos se muestran en la figura 1.12. Como se puede observar, el inhibidor de las JNKs
previno parcialmente la fosforilacion del residuo Thr-50 de Tau inducida por sorbitol y
totalmente el incremento de la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-181 y Thr-205, asi
como la protedlisis de Tau. El efecto del inhibidor fue especifico ya que previno
completamente la fosforilacién de las JNKs.

Estos resultados sugieren que la ruta de las JNKs media tanto la fosforilacién como

la protedlisis de Tau inducida por el sorbitol.
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Figura 1.12.- La ruta de sefializacion de las JNKs participa en la fosforilacion de Tau inducida
por estrés hiperosmotico. Las células se incubaron con sorbitol en ausencia y presencia del inhibidor
peptidico de las JNKs, tal y como se describe en la figura anterior. Al finalizar el experimento, las

células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot
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utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se analizaron los
niveles de fosforilacion de las JNKs. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis
densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de Tau fosforilada con respecto al control. *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células sin tratar.

2.6. Cambios en la localizacion de Tau en respuesta al estrés

hiperosmoético

Numerosos estudios muestran que la localizacién de Tau en las neuronas depende de
su estado de fosforilacién (Braak et al, 2011; Morris et al, 2011; Whiteman et al., 2011;
Chen et al, 2014; Scholz y Mandelkow, 2014). Por lo tanto nuestro siguiente objetivo fue
estudiar si el estrés osmoético, ademas de inducir la fosforilaciéon de Tau, promovia cambios
en la distribucién de la proteina. Para ello, las células se trataron con sorbitol durante 1
hora y la localizacion de Tau y de sus formas fosforiladas, se analizaron mediante
inmunofluorescencia, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. Como
se observa en la figura 1.13, Tau presenté una distribucién homogénea en las células sin
tratar, encontrandose tanto en las neuritas como en el soma celular. Cabe destacar la
presencia de Tau en el nicleo de la célula, ya que como se puede ver en la figura 1.13 Tau
colocalizé con el marcador nuclear DAPI (ver cabeza de flechas). La incubaciéon de las
células con sorbitol, ademéas de producir una disminucién en el volumen celular y la
retracciéon de las neuritas, provocd una redistribucién de Tau hacia el soma de la célula,
aumentando enormemente su presencia en el nicleo de las células (ver cabeza de flechas).

Una vez visto que el sorbitol promovia cambios en la localizacién de Tau quisimos
ver si también inducia cambios en la distribuciéon de sus formas fosforiladas. Como se puede
observar en la figura 1.14-A, Tau fosforilada en Thr-50 siguié una distribucién paralela con
la Tau total en las células controles, aunque la intensidad de la fluorescencia fue mayor en
las neuritas y en el nucleo (ver cabeza de flecha de color blanco en la columna de
superposicién de imagenes de P-Tau- 50 + Tau), lo que sugiere que en estas regiones
celulares Tau se encuentra fosforilada en Thr-50. El tratamiento con sorbitol produjo una
redistribucién de fosfo-Tau Thr-50 que iba en paralelo a la observada con Tau (ver cabeza
de flecha color anaranjado en la columna de superposicion de P-Thr-50 + Tau). A la vez

indujo un incremento en la fluorescencia de fosfo-Tau Thr-50 con respecto a las células sin
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tratar, lo que sugiere que el sorbitol induce la fosforilacién de Tau en ese residuo, lo que
apoya los resultados observados mediante Western blot (figura 1.8).

En la figura 1.14-B se muestran los resultados obtenidos cuando se analizé la
fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-69. Como se puede observar la distribucién de esta
forma fosforilada de Tau iba en paralelo con la distribucion de la fosfo-Tau Thr-50 en las
células controles, ya que predomina en las neuritas y en el nicleo de las células (ver cabeza
de fechas de color blanco en la columna de superposicién de imégenes de P-Tau-69 + Tau).
Pero en este caso, el tratamiento con sorbitol produjo una disminucién de la fluorescencia
de fosfo-Tau Thr-69 en el nicleo con respecto a las células control, detectdndose sélo la
fluorescencia en el citoplasma de la célula que rodea al nticleo (ver cabeza de flechas de color
anaranjado en la columna de superposiciéon de iméagenes de P-Tau-69 + Tau).

La distribucion de la forma fosforilada de Tau en la Thr-181 en las células controles
y en las tratadas con sorbitol se muestra en la figura 1.14-C. Como se puede observar, en
las células controles la fluorescencia de fosfo-Tau Thr-181 fue débil y sélo se encontrd en el
citoplasma de alguna de las células. El tratamiento de las células con el sorbitol no
modificé la distribucién de esta forma fosforilada de Tau pero si que aumentd la
intensidad de la fluorescencia. Estos resultados sugieren que el sorbitol induce la
fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-181, lo que coincide con los resultados obtenidos
mediante Western blot (figura 1.8).

No se muestran resultados relativos a la distribucion de fosfo-Tau Thr-205 porque

por problemas técnicos no fuimos capaces de detectarla por inmunofluorescencia.
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Figura 1.13.- Cambios en la localizacion de Tau en respuesta al estrés hiperosmdtico. Las células
se incubaron en presencia de sorbitol durante 1 hora. Tras lo cual, se fijaron y tifieron con Tau (rojo)
y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las
células se realiz6 mediante microscopia confocal. Las cabezas de flecha senalan la presencia de Tau
en el nucleo de las células. Se muestra una imagen representativa, de mas de tres experimentos

independientes.
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Figura 1.14.- Cambios en la localizacion de Tau fosforilada en respuesta al estrés hiperosmdético. A: Redistribucién de fosfo-Tau Thr-50.
B: Redistribucién de fosfo-Tau Thr-69. C: Redistribucién de fosfo-Tau Thr-181. Las células se incubaron en presencia de sorbitol durante 1 hora.
Tras lo cual, se fijaron y tifieron con las formas fosforiladas de Tau (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de
Materiales y Métodos. La observacién de las células se realizé6 mediante microscopia confocal. Las cabezas de flecha senalan la presencia de Tau

en el ntcleo de las células. Se muestra una imagen representativa, de mas de tres experimentos independientes.
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Los resultados anteriores ponen de manifiesto que Tau y alguna de sus formas
fosforiladas estdn presentes en el nicleo de la célula. Con objeto de corroborar este
hallazgo, analizamos los niveles de Tau y de sus formas fosforiladas en las fracciones
citosélica y nuclear obtenidas a partir de células incubadas con sorbitol durante diferentes
periodos de tiempo mediante Western blot. Tal y como se puede observar en la figura 1.15,
el tratamiento con sorbitol produjo un aumento de los niveles de Tau y de sus formas
fosforiladas en los residuos Thr-50 y Thr-205 en el nicleo de la célula, alcanzando los efectos
maximos a los 15 minutos de tratamiento para disminuir a continuaciéon. Los niveles de
fosfo-Tau Thr-69 en el nicleo disminuyeron a la hora del tratamiento con sorbitol y no se
detectd la presencia de Tau fosforilada en el residuo Thr-181 en esta misma fracciéon. Los
efectos del sorbitol sobre los niveles de Tau y de sus formas fosforiladas en la fraccién
citosdlica fueron similares a los observados cuando se analizaron extractos totales de las
células (figura 1.8). La pureza de las fracciones se realizé analizando los niveles de las
proteinas calpaina (marcador de citosol) y de histona-3 (marcador nuclear). Como se puede
observar en la figura 1,15 sélo se detecté una pequena contaminacién de la fraccién citosélica
en la nuclear. Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante Western blot apoyan los

resultados obtenidos mediante inmunofluorescencia.
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Figura 1.15.- El estrés hiperosmdtico aumenta los niveles de Tau en el niicleo de la célula. Las
células privadas de suero durante 12 horas fueron tratadas con sorbitol 0,5 M durante los tiempos

indicados en la figura. Al final del experimento, se obtuvieron las fracciones citos6licas y nucleares
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siguiendo el protocolo descrito en el apartado de Materiales y Métodos. Los niveles de Tau y de sus
formas fosforiladas se analizaron mediante Western blot en ambas fracciones. La pureza de las
fracciones se comprobé analizando los niveles de calpaina (proteina citosélica) y de histona-3 (proteina
nuclear) en ambas fracciones. En la figura se muestra un blot representativo de dos experimentos

independientes.

2.7 El estrés hiperosmético provoca desorganizacién de los

microtubulos

La hiperfosforilacién de Tau promueve la pérdida de unién a los microtiibulos, con
la consecuente desorganizacién de los mismos (ver capitulo de Introduccién). Ya que el
estrés osmético induce la fosforilacién de Tau nuestro siguiente objetivo fue estudiar si
también producia la desorganizacién de los microtibulos. Con este fin, las células se
incubaron en presencia de sorbitol durante 1 hora, tras lo cual se fijaron con metanol y la
distribucion de a-tubulina se analizé6 mediante inmunofluorescencia. Tal y como se observa
en la figura 1.16 el sorbitol provoco la desorganizacién de los haces de tubulina, ya que en
esta condicién no se observaron los haces que nitidamente se observan en las células sin

tratar.

Tubulina DAPI Superposicién

Control

Sorbitol

Figura 1.16.- El tratamiento con sorbitol promueve la desorganizacion de los microtibulos. Las
células se incubaron durante 1 hora con 0,5 M de sorbitol. Tras lo cual, se fijaron con metanol frio y
tineron con a-tubulina (verde) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y
Métodos. La observacién de las células se realizé6 mediante microscopia confocal. Se muestra una

imagen representativa de dos experimentos independientes.
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2.8. La ruta de senalizacién de las JNKs media la apoptosis de
las células SH-SY5Y inducida por sorbitol

Nuestros resultados sugieren que el estrés hiperosmético induce la apoptosis de las
células SH-SY5Y. La activacién de las MAPKSs estdn muy relacionadas con este proceso de
muerte celular (Nozaki et al, 2001; Borsello y Forloni, 2007). Por lo tanto nuestro
siguiente objetivo fue estudiar qué MAPKSs podria mediar la apoptosis en nuestras
condiciones experimentales. Para ello, las células se incubaron con sorbitol en ausencia o
presencia de diferentes concentraciones de BIRB0796, de U0126 y del inhibidor peptidico
de las JNKs. Al finalizar los experimentos, el porcentaje de apoptosis se analizd se
mediante citometria de flujo y los niveles del fragmento activo de caspasa 3 se estudiaron
mediante Western blot. Como se puede observar en la figura 1.17, la inhibicién de las
rutas de las p38s (A) y de las ERKs (B) no previno la apoptosis inducida por sorbitol,
pero si que lo hizo la inhibicién de la ruta de las JNKs (C). La inhibicién de la apoptosis
fue dependiente de estado de activacion de caspasa 3, ya que como podemos observar la
inhibicién de la apoptosis fue en paralelo con la desaparicion del fragmento activo de esta

caspasa (figura 1.17-C).
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Figura 1.17.- La ruta de sefializacion de las JNKs previene la apoptosis inducida por el estrés
hiperosmdtico. Las células se trataron con sorbitol en ausencia o presencia de diferentes
concentraciones de los inhibidores especificos de las p38s (A), de las ERK 1/2 (B) y de las JNKs (C).
Al final del experimento, la proporcion de células que presentaban ADN hipodiploide se determiné
por citometria de flujo, y los niveles del fragmento activo de caspasa 3 se analizaron mediante
Western blot. En la figura se muestra un blot de caspasa 3 representativo. Cada valor representa
la media + EEM de, al menos, tres experimentos diferentes realizados por duplicado. *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células control.
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Capitulo 2. Estudio del efecto de la neuroinflamacion sobre la

proteina asociada a microtiibulos Tau en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y diferenciadas

En la EA se produce una gran pérdida en el peso y el volumen del cerebro que
parece ser debida a la contraccién y la pérdida de los procesos neuronales. De hecho, la
pérdida de sinapsis y de espinas dendriticas se correlaciona mejor con la pérdida cognitiva
observada en la EA que la pérdida de las neuronas, que también se produce en esta
enfermedad (Querfurth y LaFerla, 2010). En este proceso juegan un papel importante

varios mediadores inflamatorios secretados por las células gliales, entre los que destaca la

citoquina proinflamatoria TNF-a. Se ha descrito que TNF-a, y también IL-1f, colocaliza
con las placas seniles y los NFTs en las zonas del cerebro afectadas por la EA (McGeer y
McGeer, 1995), lo que sugiere que esta citoquina, de forma individual o en conjuncién con
otras citoquinas, puede regular la formacién, la agregacién y la deposicion de los péptidos
B-amiloide y de los NFTs. Ademés, la fosforilacién de Tau aumenta en un entorno
inflamatorio (Lee et al. , 2010; Metcalfe y Figueiredo-Pereira, 2010), aunque de momento
se desconoce la importancia de las citoquinas sobre la fosforilacion de residuos especificos
de Tau.

Por ello, en este segundo capitulo decidimos estudiar el efecto directo de las
citoquinas sobre la fosforilacién de Tau, asi como las vias de senalizacién implicadas en el
proceso, y sobre su localizacién. Como agentes inductores de estrés inflamatorio se utilizaron
la citoquina proinflamatoria TNF-a en un primer abordaje y posteriormente, los

sobrenadantes procedentes de las células U937 activadas con diferentes compuestos.
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2.1. Efecto de la citoquina proinflamatoria TINF-o sobre Tau

en células de neuroblastoma diferenciadas

2.1.1. El TNF-a produce cambios morfoldgicos en células diferenciadas

En la EA la morfologia de las neuronas se altera (Lassmann et al, 1993; Knobloch
y Mansuy, 2008). Por ello, analizamos el efecto de TNF-a sobre la morfologia de las
células. Con este fin, las células diferenciadas se trataron con diferentes concentraciones
de TNF-a y periodos de incubacién, tras lo cual se observaron en un microscopio de
contraste de fases. Como se puede observar en la figura 2.1-A, trascurridas las primeras
24 horas de exposiciéon a la citoquina se apreciaron los efectos del tratamiento, que
diferian segiin la concentracion utilizada. Asi, concentraciones bajas de citoquina
favorecieron la prolongacion de las neuritas, haciéndolas maéas finas y alargadas y, sin
embargo, a concentraciones mayores los cuerpos celulares cambiaron a una forma mas
piramidal y los procesos neuronales se ensancharon y acortaron. En las concentraciones
més altas utilizadas (25 y 50 ng/ml) las células se redondearon y se volvieron més
refringentes. Los estudios de tiempo-respuesta, en los que se utilizaron una concentracién
de TNF-a de 10 ng/ml, mostraron que los efectos de TNF-a sobre la morfologia celular
comenzaron a verse a las 24 horas de incubacion, fueron més acusados a las 48 h y se
hicieron més patentes a las 72 h, cuando se observaron prolongaciones neuronales y

somas mas gruesos (figura 2.1-B).
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Figura 2.1.- Efecto del TNF-a sobre la morfologia de las células SH-SY5Y diferenciadas. A) Estudio concentracidn-respuesta. Las
células diferenciadas con 10 pg/ml de AR durante 48 h fueron privadas de suero y tratadas con diferentes concentraciones de TNF-o durante 24 y
48 h. B) Estudio tiempo-respuesta. Después de ser diferenciadas, las células se incubaron con 10 ng/ml de TNF-o durante diferentes tiempos. Las

células se visualizaron y fotografiaron en un microscopio invertido de contraste de fases bajo una ampliacién de 100x.

nw [ vurojo.rd vl 8.1qos UQIDRUIB[JUI B] 9P 0)I9]5]



Resultados

2.1.2. Efecto del TNF-a sobre la viabilidad celular

Tras observar los evidentes efectos del TNF-o sobre la morfologia celular y el
aumento en el nimero de células redondeadas y refringentes, tras el tratamiento, que suele
estar asociado a la muerte celular, se decidié analizar el efecto de esta citoquina sobre la
viabilidad celular. Como se puede observar en la figura 2.2, el TNF-o produjo una pérdida
de viabilidad de las células SH-SY5Y diferenciadas de manera dependiente de la
concentracion utilizada, que fue significativa desde la concentracion de TNF-a mas baja.
Aun asi, el porcentaje de células vivas no baj6 del 80 % en todo el experimento.
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Figura 2.1.- E] TNF-a disminuye la viabilidad celular. Después de ser diferenciadas, las células se
trataron con diferentes concentraciones de TNF-a durante 24 h y la viabilidad celular se determiné
mediante el método colorimétrico del MTT segtn se describe en el apartado Materiales y Métodos.
La viabilidad celular se expresa como el porcentaje de células viables con respecto al control. Se
muestra la media &+ EEM de tres experimentos independientes medidos por triplicado. *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células sin tratar.

2.1.3. La expresién de Tau es modificada por el tratamiento con TNF-a

Aunque varios trabajos han demostrado que el TNF-a afecta a la fosforilacion de
Tau, poco se sabe sobre su efecto sobre la propia proteina. Por ello nos dispusimos a estudiar
si el tratamiento con TNF-o afectaba a los niveles de Tau. Con esta finalidad, las células
diferenciadas se trataron con concentraciones crecientes de la citoquina durante 24 h y los
niveles de Tau fueron analizados mediante Western blot en los extractos celulares obtenidos.
En la figura 2.3 se puede observar que el TNF-or aumenté de forma significativa los niveles
de Tau. El incremento se observé principalmente en las concentraciones de 5 y 10 ng/ml,

volviendo a los niveles basales a concentraciones mayores. Los efectos de TNF-a sobre los
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niveles de Tau fueron especificos ya que los niveles de actina en las mismas condiciones

experimentales no se modificaron.
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Figura 2.3.- El TNF-a aumenta los niveles de expresion de Tau en células de neuroblastoma.
Las células diferenciadas se trataron con concentraciones crecientes de TNF-or durante 24 h. Al final
del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina se analizaron mediante Western
blot. En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis densitométrico correspondiente a la
media + EEM de, al menos, tres experimentos independientes. Los datos se expresan como el
porcentaje de los niveles de proteina con respecto al control *p<0,05, comparado con las células sin

tratar.

A la vista de los resultados anteriores, decidimos estudiar si el aumento en los niveles
de Tau en respuesta a TNF-a se debia a un aumento de su expresion génica. Por ello, las
células se incubaron con una concentracién de TNF-a de 10 ng/ml en ausencia o presencia
de diferentes concentraciones de actinomicina D (inhibidor del proceso de transcripcién) o
de cicloheximida (inhibidor del proceso de traduccién) durante 24 h. Como se muestra en
la figura 2.4, el tratamiento con actinomicina y cicloheximida previno el aumento en los
niveles de Tau inducidos por TNF-o de manera dependiente de la concentracion utilizada.
Estos resultados sugieren que el TNF-a estimula la expresion génica de Tau. También se

puede observar que la expresion basal de Tau disminuye en presencia de ambos inhibidores.
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Figura 2.4.- Los inhibidores de la transcripcion y de la traduccion previenen el aumento de los
niveles de Tau inducido por TNF-a. Las células diferenciadas se incubaron con 10 ng/ml de TNF-«
en ausencia o presencia de diferentes concentraciones de actinomicina y de cicloheximida. Al final
del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina se analizaron mediante
Western blot. En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis densitométrico
correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se expresan como
el porcentaje de los niveles de proteina con respecto al control. *p<0,05, comparado con las células

sin tratar.

2.1.4. TNF-a promueve la fosforilacién de la proteina Tau

Una vez que vimos que el TNF-a inducia la expresion génica de Tau, nuestro
siguiente objetivo fue estudiar su efecto sobre la fosforilaciéon de la proteina en los residuos
Thr-50, Thr-69, Thr-181 y Thr-205, que son los mismos residuos que estudiamos en el
capitulo de estrés hiperosmético. Como se muestra en la figura 2.5, el TNF-o promovié un
aumento en el estado de fosforilacién del residuo Thr-50 dependiente de la concentracién,
alcanzando un méaximo a la concentracién de 25 ng/ml para disminuir a continuacién. Sin
embargo, el tratamiento con TNF-o no modificé los niveles de fosforilacion de Tau en la
Thr-181 a concentraciones comprendidas entre 5 y 25 ng/ml, y a 50 ng/ml produjo una
reduccion en la fosforilacién de dicho residuo. En cuanto a los niveles de fosforilacién de la
Thr-205, éstos mostraron una tendencia a aumentar progresivamente hasta alcanzar el
maximo a la concentracion de 50 ng/ml, siendo este aumento significativo desde la

concentracién de 10 ng/ml de TNF-a.
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La fosforilacion de Tau en el residuo Thr-69 no se muestra ya que no pudimos

detectarla por Western blot en ninguna de las condiciones experimentales.

P-Thr-50

P-Thr-181

P-Thr-205

Tau

Actina

300 7
H P-50

Fosforilacion
(% respecto del control)

0 5 10 25 50
TNF-a (ng/ml)

Figura 2.5.- El TNF-a promueve la fosforilacion de los residuos Thr-50 y Thr-205 de Tau. Las
células diferenciadas se trataron con diferentes concentraciones de TNF-o durante 24 h. Al final
del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina (10 pg para la deteccién de
Tau total y actina y 30 pg para las formas fosforiladas de Tau) se analizaron por Western blot.
En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis densitométrico correspondiente a la
media += EEM de la relacién existente entre los niveles de fosforilaciéon de Tau y de Tau total de
al menos 3 experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles
de fosforilacién de las diferentes formas de Tau con respecto a las células sin tratar. *p<0,05,

comparado con las células sin tratar.

2.1.5. Las MAP quinasas se activan en respuesta a TNF-a

Varios estudios han relacionado la activacién de las MAPKs con la fosforilacién de
Tau inducida por un entorno inflamatorio (Ferrer et al, 2001; Sheng et al., 2001; Li et al,
2003). En base a estas evidencias y como siguiente objetivo, se planteé analizar estas vias
de senalizacién y su posible participacién en la fosforilaciéon de Tau inducida por TNF-a.. Se
comenzé examinando, mediante Western blot, la fosforilacién y por tanto, la activacién de
las quinasas p38 MAPKs, ERK 1/2 y JNKs en respuesta a TNF-o. En la figura 2.6 se puede

observar que el tratamiento promovio la activacién de todas las MAPKSs analizadas, aunque
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presentaron diferentes patrones de activacion. La fosforilacion de las p38s aumentd hasta
alcanzar un maximo entre los 15 y 60 primeros minutos de exposicion a TNF-o, para
disminuir a continuacién. La activacién de las ERK 1/2 fue rapida, durante los primeros 15
minutos, tiempo tras el cual la fosforilaciéon vuelve a niveles basales. Por otra parte, las
JNKSs se activaron mas rapidamente que las anteriores, en los primeros 5 minutos tras la
exposicién a la citoquina, y su nivel de fosforilacién se mantuvo por encima del nivel del
control durante las 3 h del experimento.

Los efectos del tratamiento con TNF-a fueron especificos sobre la fosforilacién de las

quinasas ya que sus respectivos niveles totales no resultaron afectados por la citoquina.
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Figura 2.6.- El tratamiento con TNF-a promueve la fosforilacion de las MAPKs. Las células
diferenciadas se incubaron con 10 ng/ml de TNF-o durante los tiempos indicados en la figura.
Después de cada experimento, las células se lisaron y los niveles de fosforilacién y totales de cada una
de las proteinas quinasas estudiadas se analizaron por Western blot utilizando anticuerpos especificos.

En la figura se muestra un blot representativo de, al menos, tres experimentos independientes.

2.1.6. La fosforilacién de los residuos Thr-50 v Thr-205 de Tau esti
regulada por la via de las p38 MAPKs

Una vez comprobado que el TNF-a fosforila a Tau y que activa a diferentes MAP
quinasas, el siguiente objetivo fue estudiar las vias de senalizacién intracelular que podrian
contribuir a la fosforilaciéon de Tau. Este estudio se inicié con la ruta de las p38 MAPKSs,

puesto que esta via estd fuertemente ligada a los procesos de inflamacién (Roux y Blenis,
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2004; Kaminska, 2005). Para ello, las células diferenciadas se incubaron con TNF-a en
ausencia o presencia de varias concentraciones del inhibidor farmacolégico de las p38
MAPKs BIRB0796, empleado en el capitulo anterior. Una vez finalizado el tiempo de
incubacién las células se lisaron y las diferentes proteinas se examinaron mediante Western
blot. Tal y como se observa en la figura 2.7, este inhibidor no tuvo efecto sobre los niveles
de Tau total, pero disminuy6 la fosforilaciéon inducida por TNF-o en el residuo Thr-50 de
una forma dependiente a la concentracion. El inhibidor sélo, también disminuyé los niveles
basales de fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-50. Resultados similares se observaron
cuando se analiz6 la fosforilacién de Tau en el residuo Thr-205, aunque en este caso, el
inhibidor no modifico la fosforilacién basal del mismo. La inhibicién de la fosforilacién del
sustrato de p38s, MAPKAPK-2, y por tanto, de su retardo electroforético, demostré el
correcto funcionamiento del inhibidor.

Estos resultados sugieren que todas las isoformas de las p38s pueden estar implicadas

en la fosforilacién de Tau en ambos residuos.
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Figura 2.7.- Las p38 MAPKs regulan la fosforilacion de la Thr-50 y Thr-205 de Tau inducida
por TNF-a. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia de diferentes

concentraciones del inhibidor de las p38s, BIRB0796, durante una hora. Transcurrido este tiempo, se
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anadié 10 ng/ml de TNF-a y la incubacién se prolongé durante 24 h. Al finalizar el experimento, las
células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se analizé la
movilidad electroforética de MAPKAPK-2. En la figura se muestra un blot representativo y el analisis
densitométrico correspondiente a la media + EEM de la relacién existente entre los niveles de
fosforilacién de Tau y de Tau total de al menos 3 experimentos independientes. Los datos se expresan
como el porcentaje de los niveles de fosforilacién de las diferentes formas de Tau con respecto a las

células sin tratar. *p<0,05 y **p<0,01, comparado con las células sin tratar.

2.1.7. La ruta de seializacién de las ERKs estd implicada en la
fosforilacién de los residuos Thr-50 y Thr-205 de Tau inducida por TNF-a

El siguiente objetivo fue analizar la implicacién de la ruta de las ERKs en la
fosforilacion de los residuos Thr-50 y Thr-205 de Tau. Para ello, las células diferenciadas se
incubaron con TNF-o en ausencia o presencia de dos concentraciones del inhibidor
farmacologico de las ERKSs, el U0126, empleado en el capitulo anterior. Como se puede
observar en la figura 2.1.8 el inhibidor U0126 fue capaz de disminuir los niveles de Tau total
aumentados con el tratamiento de TNF-a. Con respecto a la fosforilacion del residuo Thr-
50, este compuesto no tuvo un gran efecto inhibitorio, reduciendo parcialmente el aumento
provocado por el tratamiento con la citoquina. En cuanto a la fosforilacion de la Thr-205,
ambas concentraciones del inhibidor previnieron la fosforilacién de este residuo, aunque no
se alcanzaron los niveles basales en ningtin caso. La fosforilaciéon de ERK 1/2 se previno
totalmente tras el tratamiento con el inhibidor, corroborando la eficacia de éste.

En conjunto, estos resultados apuntan a que las ERK 1/2 regulan la expresién génica
de Tau y su fosforilacién en el residuo Thr-205, pero no parecen tener un papel importante

en la fosforilacién de Tau en el residuo Thr-50.
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Figura 2.8.- La ruta de sefializacion de las ERKs regula la fosforilacion del residuo Thr-205 de
Tau inducida por TNF-a. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia de
diferentes concentraciones del inhibidor de las ERKs, U0126, durante una hora. Transcurrido este
tiempo, se anadié 10 ng/ml de TNF-o y la incubacién se prolongd durante 24 h. Al finalizar el
experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se
analizaron los niveles de fosforilaciéon de las ERKs. En la figura se muestra un blot representativo y
el andlisis densitométrico correspondiente a la media + EEM de la relacion existente entre los niveles
de fosforilacién de Tau y de Tau total de tres (para el caso de la Thr-50) o dos (para la Thr-205)
experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de fosforilacion

de las diferentes formas de Tau con respecto al control. ¥*p<0,05, comparado con las células sin tratar.

2.1.8. La cascada de senalizacién de las JNKs participa en la

fosforilacién del residuo Thr-50 de Tau

Como se ha mostrado anteriormente, las JNKs son fosforiladas y activadas por el
tratamiento con TNF-o, por ello y por su implicacibon en las enfermedades
neurodegenerativas (Ploia et al., 2011), también se quiso conocer la importancia de esta ruta
en la fosforilacion de Tau en los residuos seleccionados. Para ello se siguié el protocolo
descrito en el apartado anterior, utilizando en esta ocasién un péptido inhibidor de JNKs.

Como se puede observar en la figura 2.9, el péptido inhibidor de JNKs previno el aumento
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en los niveles de fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-50 estimulados por TNF-a. Sin
embargo, sobre la fosforilacion de la Thr-205 parecié no tener mucho efecto, aunque si
previno parcialmente su fosforilacién basal. Asimismo, se analiz6 el estado de fosforilacién
de c-jun, para comprobar que la actividad de las JNKs estaba inhibida. Los resultados
mostraron que el tratamiento con péptido inhibidor previno la fosforilacién de este sustrato
de JNKs en respuesta a TNF-a. Por tanto, a la vista de estos resultados, se puede decir que
la ruta de las JNKs contribuye en la fosforilacion de Tau en el residuo Thr-50 inducida por

TNF-a, pero no participa en la de Thr-205.
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Figura 2.9.- La fosforilacion del residuo de Tau Thr-50 promovida por el tratamiento con TNF-o
estd regulada por las JNKs, no asi la de la Thr-205. Las células diferenciadas se incubaron en
ausencia o en presencia de diferentes concentraciones del péptido inhibidor de las JNKs (iJNK durante
una hora). Transcurrido este tiempo, se afiadié 10 ng/ml de TNF-o y la incubacién se prolongd
durante 24 h. Al finalizar el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas
se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del
efecto del inhibidor se analizaron los niveles de fosforilaciéon de c-jun. En la figura se muestra un blot
representativo y el analisis densitométrico correspondiente a la media +£ EEM de la relaciéon existente
entre los niveles de fosforilacién de Tau y de Tau total de tres (para el caso de la Thr-50) o dos (para
la Thr-205) experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de
fosforilacién de las diferentes formas de Tau con respecto con respecto al control. ¥*p<0,05, comparado

con las células sin tratar.
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2.1.9. El TNF-a produce cambios en la localizacién intracelular de Tau
en las células SH-SY5Y diferenciadas

Nuestros estudios muestran que el TNF-o aumenta la expresién y la fosforilacion de
Tau. Sabemos que la localizacion de Tau en las neuronas depende de su estado de
fosforilacion (ver introduccién y capitulo anterior). Por lo tanto nuestro siguiente objetivo
fue estudiar si el TNF-a, promovia cambios en la distribucién de la proteina. Para ello, las
células SH-SY5Y diferenciadas se incubaron con TNF-a durante 24 h y la localizaciéon de
Tau y de sus formas fosforiladas, se analizarén mediante inmunofluorescencia, tal y como se
describe en el apartado de Materiales y Métodos.

En la figura 2.10 se muestra el efecto de TNF-a sobre la morfologia y la localizacion
de Tau en las células diferenciadas. Tal y como se puede observar, las células controles
poseen una morfologia alargada y fusiforme, con presencia de Tau por toda la célula. Cabe
destacar que las células SH-SYBY diferenciadas presentan una mayor intensidad de Tau en
ntucleo que las células sin diferenciar (ver figura 1.13). Tras la exposicion a la citoquina, las
células sufrieron los cambios morfolégicos descritos anteriormente (figura 2.1): los somas
adquieren una morfologia més poligonal, y las células poseen menos prolongaciones y mas
cortas. En cuanto a la distribucion de Tau, el TNF-a no modificé su localizacion, que fue
también homogénea por toda la célula, aunque aumento la intensidad de la sefial tanto en
el soma como en el nucleo. Estos resultados corroboran nuestros resultados anteriores que

indicaban que el TNF-a estimula la expresién de Tau.
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Figura 2.10.- Distribucion intracelular de Tau en respuesta a TINF-a. Las células diferenciadas
se incubaron durante 24 h con 10 ng/ml de TNF-o. Tras lo cual, se fijaron y se tifleron con Tau
(rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién
de las células se realizé mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa de

mas de tres experimentos independientes.

Tras comprobar los cambios en la proteina total, analizamos el efecto de TNF-a
sobre la distribucién de las formas de Tau fosforiladas. En la figura 2.11-A se observa que
en las células control Tau fosforilada en el residuo Thr-50 (P-Thr-50) se localiza en toda
la célula, siendo méas abundante, que Tau sin fosforilar, en las terminaciones de las
prolongaciones (ver cabeza de flecha de color blanco en la columna de superposiciéon de
imagenes de P-Thr-50 + Tau). Estos resultados sugieren que Tau se encuentra
principalmente fosforilada en la posiciéon Thr-50 en esas zonas. Tras la incubacién con
TNF-a, la intensidad de fluorescencia de la fosfo-Tau Thr-50 se incrementd con respecto
a las células sin tratar, lo que sugiere que el TNF-a induce la fosforilacién de Tau en ese
residuo, lo que apoya los resultados observados mediante Western blot (figura 2.5). Por
otra parte, el TNF-a produjo una redistribucién de fosfo-Tau Thr-50 hacia el citosol (ver
cabeza de flecha de color blanco en la columna de superposicién de imagenes de P-Thr-50
+ DAPI) y en menor medida hacia el nicleo, y un menor aumento de intensidad en la

mayoria de las prolongaciones con respecto a Tau. En la figura 2.11-B se muestran los
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resultados derivados de la deteccién de Tau fosforilada en el residuo Thr-69 (P-Thr-69).
La distribucién de la fosfo-Tau Thr-69 en las células control fue similar a la observada con
fosfo-Tau Thr-50 ya que estaba presente por toda la célula, incluido el ntucleo. La
incubacién con TNF-a increment6 la intensidad de fluorescencia de fosfo-Tau Thr-69 en el
soma y en menor medida en las prolongaciones y en el nicleo. Por lo tanto, a diferencia de
lo que sucedia con el tratamiento con sorbitol (figura 1.14-B), el TNF-a no produjo una

disminucion de fosfo-Tau Thr-69 en el ntcleo.

La fosforilacién de Tau en el residuo Thr-181 apenas pudo detectarse en las células
control, como se puede observar en la figura 2.11-C. Sin embargo, el tratamiento con TNF-a
provocd un fuerte incremento de la fosfo-Tau Thr-181 en el citoplasma alrededor del ntcleo.
Este aumento de la fosforilaciéon de Tau en el residuo Thr-181 en respuesta a TNF-a no
pudo ser detectado mediante Western blot (figura 2.5), aunque si que se detecté en
respuesta a sorbitol (figura 1.8)

Por problemas técnicos no pudimos estudiar el efecto de TNF-a sobre la fosforilacion

y la distribucién de Tau en el residuo Thr-205 mediante inmunofluorescencia.
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Figura 2.11.- Localizacion intracelular de las formas fosforiladas de Tau en Thr-50 (A), Thr-69 (B) y Thr-181 (C) en respuesta a TNF-a. Las

células diferenciadas se incubaron durante 24 h con 10 ng/ml de TNF-a. Tras lo cual, se fijaron y tifieron con las formas fosforiladas de Tau (verde),

Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las células se realizé mediante
microscopia confocal. Las cabezas de flecha blancas sefialan la presencia de Tau fosforilada en las prolongaciones. Se muestra una imagen

representativa, de més de tres experimentos independientes.
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2.1.10. Efecto del TNF-a sobre el transporte neuronal vy la

organizacién de los microtibulos

La sobreexpresion y la hiperfosforilacién de Tau inhibe el transporte a lo largo del
axén y produce la desorganizacién de los microtibulos (Ebneth et al., 1998, Avila et al.,
2004, Morris et al, 2011). Ya que en nuestras condiciones experimentales, el TNF-a
aumenta la expresiéon y la fosforilacién de Tau quisimos saber si también podria afectar al
transporte axonal y a la organizacion de los microtibulos. Para ello, las células se
incubaron con TNF-a durante 24 h, tras lo cual se analiz6 la localizacién de los
neurofilamentos, ya que estas proteinas se transportan a lo largo del axén, y de tubulina
mediante inmunofluorescencia. En la figura 2.12-A, se puede observar la presencia de
neurofilamentos tanto en el soma como en las prolongaciones en las células controles. El
tratamiento con TNF-a indujo la acumulaciéon de los neurofilamentos en el soma, dejando
de detectarse en las prolongaciones. Por otra parte, el TNF-o no modificé la localizacién
de tubulina ni, en consecuencia, la organizaciéon de los microtibulos (figura 2.12-B),
aunque la intensidad de la fluorescencia disminuyé débilmente en respuesta al
tratamiento. En conjunto estos resultados sugieren que el TNF-o inhibe el transporte a lo

largo de las prolongaciones sin que llegue a afectar la red de microtibulos.
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Figura 2.12.- Efecto del TINF-o sobre el transporte neuronal y la organizacion de los microtibulos. Las células diferenciadas se incubaron
durante 24 h con 10 ng/ml de TNF-a. Tras lo cual, se fijaron y tifieron con neurofilamentos intermedios (A, verde), tubulina (B, verde), Tau (rojo) y
con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las células se realizé6 mediante microscopia confocal. Se

muestra una imagen representativa, de dos experimentos independientes.
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2.1.11. Efecto del TNF-a sobre la proteina asociada a los microttibulos
MAP-2

Diferentes estudios muestran que la proteina MAP-2 muestra un comportamiento
similar al de Tau en las enfermedades neurodegenerativas (Sanchez et al., 2000; Dehmelt y
Halpain, 2005). Por otra parte, Tau hiperfosforilada es capaz de secuestrar a MAP-2
(Alonso et al, 1997; Igbal y Grundke-Igbal, 2005, 2008). Por lo tanto, nuestro siguiente
objetivo fue estudiar el efecto de TNF-a sobre la localizacién de MAP-2. En la figura 2.13
se puede observar la presencia de MAP-2 por toda la célula, y que el TNF-0 aumenté la
intensidad de fluorescencia pero no la distribucién de la proteina, resultado similar al

obtenido con Tau.
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Figura 2.13.- Efecto del TNF-a sobre la proteina MAP-2. Las células diferenciadas se incubaron durante 24 h con 10 ng/ml de TNF-a. Tras
lo cual, se fijaron y tifileron con MAP-2 (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La
observacion de las células se realiz6 mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa, de dos experimentos

independientes.
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2.2. Estudio del efecto de medios condicionados sobre Ia

expresion, la fosforilacion y la localizacion intracelular de Tau en las
células SH-SYJ5Y diferenciadas

Como hemos introducido anteriormente, durante la inflamacién la microglia, y en
menor grado los astrocitos y las neuronas, secretan citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas y factores citotoxicos, como las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, al
medio extracelular (Liu et al, 1994; Hanisch, 2002; Morales et al., 2014).

Por lo tanto nuestro siguiente objetivo fue estudiar el efecto de los medios
condicionados procedentes de la activacién de las células U937 diferenciadas con PMA y
posteriormente estimuladas con PMA, LPS o con una mezcla de ambos compuestos, sobre
Tau en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y diferenciadas con acido retinoico. La
activacion de las células U937 lleva consigo la producciéon de un medio rico en citoquinas y
quimioquinas, semejante al que se obtendria en una respuesta inflamatoria (tabla 2.1 de

Materiales y Métodos).

2.2.1. Efecto de los medios condicionados sobre la morfologia de las
células SH-SY5Y diferenciadas

Siguiendo el esquema marcado en el estudio con TNF-o, el primer objetivo fue
examinar el efecto de los medios condicionados sobre la morfologia celular. Para ello, las
células SH-SY5Y diferenciadas se incubaron con acido retinoico con distintos porcentajes
de medios condicionados durante 24 h. La figura 2.14 muestra que los mayores porcentajes
de medio perjudicaban de manera més acusada la morfologia de las células. En general, se
observd una disminucion de la longitud y un aumento del calibre de las neuritas que fue
inversamente proporcional al porcentaje de medio utilizado, asi como una forma mas
piramidal y menos fusiforme del soma, excepto en las células incubadas con el medio
estimulado por LPS, que presentaron prolongaciones més finas y alargadas que las
observadas en las células control. Hay que mencionar, que algunas de las células tratadas
con la mezcla de PMA y LPS presentaron un fenotipo tipico de la estimulacién por PMA,

pero en la misma placa también se observaron células con caracteristicas propias de las
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placa también se observaron células con caracteristicas propias de las estimuladas por LPS,
lo que serd de especial interés en el apartado de localizacién intracelular. Ademas, a mayor
tiempo de incubacién los efectos fueron més marcados, observandose las células maés

perjudicadas por el tratamiento.

5 %
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20 %

PMA LPS PMA + LPS

Figura 2.14.- Los medios condicionados producen cambios morfologicos en las células SH-SY5Y
diferenciadas. Las células SH-SY5Y diferenciadas con 10 pM de &cido retinoico durante 48 h se
privaron de suero y estimularon con diferentes porcentajes de los medios condicionados durante 24 h.

Transcurrido ese tiempo, las células se visualizaron y fotografiaron en un microscopio invertido de

contraste de fases a 100x.

2.2.2. Los medios condicionados afectan a la viabilidad celular de

diferente manera

A la vista de los resultados obtenidos en los experimentos de morfologia, decidimos
analizar si el tratamiento con estos medios afectaba a la viabilidad celular. En la figura 2.15
se puede observar que el medio estimulado con LPS no afecté a la viabilidad celular. Sin

embargo, los medios procedentes de células activadas con PMA y con la mezcla de PMA y
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LPS disminuyeron la viabilidad de manera dependiente de la concentracién utilizada. Los
efectos del PMA sélo fueron significativos cuando se utilizé6 un porcentaje de medio del 20
%. El medio obtenido por la mezcla de PMA y LPS fue el que provoc6 mayor dano
celular, ya que la reduccién de viabilidad fue estadisticamente significativa desde el 5 %.
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Figura 2.15.- Efecto de los medios condicionados sobre la viabilidad celular. Las células
diferenciadas se trataron con diferentes porcentajes de los medios condicionados durante 24 h y la
viabilidad celular se determiné mediante el método colorimétrico del MTT, segin se describe en el
apartado Materiales y Métodos. La viabilidad celular se expresa como el porcentaje de células viables
con respecto al control. Se muestra la media + EEM de tres experimentos independientes medidos

por triplicado. *p<0,05, comparado con las células sin tratar.

2.2.3. Los niveles de Tau no son modificados por los medios

condicionados

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si los medios condicionados promovian
cambios en los niveles totales de Tau. Para lo cual, las células se incubaron con diferentes
porcentajes de los medios condicionados durante 24 h y los niveles de Tau se analizaron
mediante Western blot. Como se muestra en la figura 2.16, los niveles de Tau aumentaron

en los medios PMA y LPS de una forma dependiente al porcentaje utilizado.

137



Resultados

T MMM o e s S
Actina s s W W Actina s e i, W ———

150

-
ot
=)

100

—

o

=)
L

50

g
Niveles de Tau
(% respecto del control)

Niveles de Tau
(% respecto del control)
Niveles de Tau
(% respecto del control)

0 5 10 20 0 5 10 20 0 5 10 20
% PMA % LPS % PMA+LPS

Figura 2.16.- Los niveles de Tau aumentan en respuesta a los medios condicionados. Las
células diferenciadas se trataron con diferentes concentraciones de los medios condicionados
durante 24 h. Después del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina se
analizaron mediante Western blot. En la figura se muestra un blot representativo y el analisis
densitométrico correspondiente a la media £+ EEM de al menos tres experimentos
independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de proteina con respecto

al control *p<0,05, comparado con las células sin tratar.

2.2.4. Los medios condicionados promueven la fosforilacién de Tau

Una vez se comprobd que el tratamiento con los medios condicionados no modificaba
los niveles totales de Tau, el siguiente objetivo fue analizar si estos medios inducian la
fosforilaciéon de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 Para ello, las células SH-
SY5Y diferenciadas se incubaron con porcentajes crecientes de los medios condicionados
durante 24 h, tras lo cual la fosforilacién residuo-especifica de Tau se analizé mediante
Western blot. En la figura 2.17 se observa que el medio condicionado PMA promovié
un aumento de la fosforilaciéon de Tau en los residuos Thr-50 y Thr-181, alcanzando un
maximo con un porcentaje del 10 %, para disminuir ligeramente a continuacién. La
fosforilaciéon del residuo Thr-205 incrementé progresivamente y de manera
dependiente al porcentaje utilizado.

Los resultados obtenidos con el medio LPS se muestran en la figura 2.18. Como se
puede observar, el medio LPS produjo un aumento en la fosforilacién de Tau en los tres
residuos analizados que fue mdximo y significativo a un porcentaje de 10 % para

disminuir a continuacién.
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En la figura 2.19 se puede observar que el medio PMA + LPS también produjo un
aumento en la fosforilacién de Tau en los tres residuos estudiados, pero en este caso el
efecto comenzd a ser significativo con un porcentaje del 5 %, fue maximo con el 10 % para
disminuir a continuacién en los residuos Thr-50 y Thr-205, mientras que los niveles de
fosforilacion del residuo Thr-181 se mantuvieron con las tres concentraciones utilizadas.
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Figura 2.17.— FEIl medio condicionado PMA promueve la fosforilacion de Tau. Las células
diferenciadas fueron tratadas con diferentes porcentajes de medio procedentes de células U937
estimuladas con PMA durante 24 h. Después del experimento, las células se lisaron y cantidades
iguales de proteina (10 pg para Tau total y actina y 30 pg para las formas fosforiladas) se analizaron
mediante Western blot. En la figura se muestra un blot representativo y el analisis densitométrico
correspondiente a la media + EEM de al menos tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control. *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.18.— El medio condicionado LPS aumenta la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50,
Thr-181 y Thr-205 . Las células diferenciadas fueron tratadas con diferentes porcentajes de medio LPS
durante 24 h. Después del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina (10 ng
para Tau total y actina y 30 png para las formas fosforiladas) se analizaron mediante Western blot. En
la figura se muestra un blot representativo y el andlisis densitométrico correspondiente a la media +
EEM de al menos tres experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje
de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y **p<0,01, comparado

con las células sin tratar.
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Figura 2.19.— Efecto del medio condicionado PMA + LPS sobre la fosforilacion de Tau. Las
células diferenciadas fueron tratadas con diferentes porcentajes de medio PMA + LPS durante 24 h.
Después del experimento, las células se lisaron y cantidades iguales de proteina se analizaron mediante
Western blot. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis densitométrico
correspondiente a la media £ EEM de al menos tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05,

**p<0,01 y ***p<0,001, comparado con las células sin tratar.

2.2.5. Las MAPKs son activadas por el tratamiento con los medios

condicionados

El siguiente objetivo fue analizar la fosforilacion, y en consecuencia la activacién, de
las MAPKSs y su posible participaciéon en la fosforilacion de Tau inducida por los medios
condicionados. Por ello, las células SH-SY5Y diferenciadas se incubaron con un 10 % de los
medios condicionados durante diferentes periodos de tiempo y los extractos celulares
obtenidos se analizaron mediante Western blot. En la figura 2.20 se observa que todos los
medios condicionados activaron a las MAPKs estudiadas. El medio PMA activé de manera
rapida a las p38s, alcanzando un maximo a los 15 minutos, para disminuir rapidamente a
continuacién. La fosforilacién de las ERK 1/2 aparecié de forma més tardia, observandose
el pico de activacién entre la primera y la segunda hora de tratamiento. Las JNKs se

activaron a los 5 min y se mantuvieron fosforiladas hasta el final del experimento.
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El medio LPS aument6 la fosforilacién de las p38s y de las ERK 1/2 de manera
rapida, ya que se observd a partir de los 5 minutos, pero su efecto fue breve ya que la
fosforilacién de estas quinasas disminuy6 de forma progresiva a partir de los 30 minutos. La
fosforilaciéon de las JNKs en respuesta a LPS fue méas lenta pero permanecié hasta el final
del experimento.

El medio PMA + LPS activé a las quinasas y su efecto, en relacién con el tiempo,
parecié combinar los efectos observados con cada medio particular. Las p38s se fosforilaron
rapidamente, al igual que las ERK 1/2 pero éstas presentaron otro pico de activacién tardio,
a las 2 h, debido posiblemente a la influencia del PMA. La fosforilacién de las JNKs también
fue rapida y sostenida en el tiempo, pero su nivel de fosforilacién fue mayor que la observada

con los medios PMA + LPS.
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Figura 2.20.— Los medios condicionados promueven la fosforilacion de las MAPKs. Las células
diferenciadas se trataron con el 10 % de medio PMA, LPS o PMA + LPS durante los tiempos
indicados en la figura. Después del experimento, las células se lisaron y los niveles de fosforilacién de

las MAPKSs y sus niveles totales se determinaron mediante Western Blot. En la figura se muestra

una imagen representativa de al menos, tres experimentos independientes.
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2.2.6. Regulaciéon de la fosforilacién de Tau inducida por los medios

condicionados por las p38 MAPKs

Una vez comprobado que los diferentes medios condicionados inducian la activacién
de las MAPKs quisimos estudiar la implicacion de cada ruta de senalizaciéon en la
fosforilacién residuo-especifica de Tau. Comenzamos con la ruta de las p38s. Para ello, las
células se incubaron con un 10 % de cada uno de los medios condicionados en presencia o
ausencia del inhibidor BIRB0796. Finalizado el experimento, las células se lisaron y las
diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot.

En la figura 2.21 se muestran los resultados correspondientes al medio PMA.
Como se puede observar, las dos concentraciones utilizadas de BIRB0796
previnieron la fosforilacién de Tau en los residuos Thr-181 y Thr-205 inducida por el
medio PMA. El inhibidor sélo, también disminuy6 los niveles basales de fosforilacién
de Tau en estos residuos. Estos resultados sugieren que las cuatro isoformas de las
p38s participan en la fosforilacién de Tau en estos residuos. Sin embargo, ninguna de las
concentraciones de este inhibidor previno la fosforilacién del residuo Thr-50 de Tau.

Como se puede observar en la figura 2.22, el tratamiento con el medio LPS promovio
una subida en los niveles de fosforilacion en los tres residuos estudiados y ambas
concentraciones del inhibidor previnieron dicho incremento, especialmente en el residuo
Thr-205, cuya fosforilacién disminuyé por debajo los niveles basales con la concentracién
mas alta de BIRB0796. Estos resultados sugieren que las cuatro isoformas de p38 estan
implicadas en la fosforilacién de los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau inducidas

por el medio LPS.

El efecto del BIRB0796 sobre la fosforilacion de Tau inducida por el medio PMA +
LPS fue diferente dependiendo del residuo estudiado. Asi, el inhibidor previno parcialmente
la fosforilacién en los sitios Thr-50 y Thr-205, y completamente (figura 2.23), la de la
Thr-181, cuyos niveles disminuyeron por debajo de los basales cuando se utilizd la

concentracion mayor del inhibidor.
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Figura 2.21.- Las p38s regulan la fosforilacion de Tau inducida por el medio PMA. Las células
diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia de 0,1 6 1 pM de BIRB0796 durante 1 h.
Transcurrido este tiempo se adicion6 al medio el 10 % de medio PMA y se incubaron 24 h més. Al
finalizar el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron
mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del
inhibidor se analiz6 la movilidad electroforética de MAPKAPK-2. En la figura se muestra un blot
representativo y el analisis densitométrico correspondiente a la media = EEM de tres experimentos
independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con

respecto al control *p<0,05 y **p<0,01, comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.22.- El aumento de la fosforilacion en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau
provocado por el medio LPS estd regulado por las p38s. Las células diferenciadas se incubaron en
ausencia o en presencia de 0,1 6 1 pM de BIRB0796 durante 1 h. Transcurrido este tiempo se adicioné
al medio el 10 % de medio LPS y se incubaron 24 h més. Al finalizar el experimento, las células se
lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis densitométrico
correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se expresan como

el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y **p<0,01,

comparado con las células sin tratar.

146



FEfecto de la inflamacion sobre la proteina Tau

P-Thr-50

P-Thr-181 s = S - =
P-Thr-205

Tau

Actina o SN S S S—
300 4 K%
k% '[ H P-50
H P-181
=1 P-205

%)
=}
=)

Fosforilacién
(% respecto del control)

0 :
PMA+LPS 10 % - + + + -

BIRB0796 (1M) - - 0,1 1 1

Figura 2.23.- Las p38s estdn implicadas en la fosforilacion de la Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de
Tau promovida por el medio PMA + LPS. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en
presencia de 0,1 6 1 ptM de BIRB0796 durante 1 h. Transcurrido este tiempo se adicion6 al medio el
10 % de medio PMA + LPS y se incubaron 24 h més. Al finalizar el experimento, las células se
lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot utilizando
anticuerpos especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis densitométrico
correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se expresan como
el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y **p<0,01,

comparado con las células sin tratar.

2.2.7. La ruta de las ERKSs regula la fosforilacién de Tau inducida por

los medios condicionados

Tras examinar la via de sefializacién de las p38s, el siguiente objetivo fue analizar la
implicacién de las ERKs en la fosforilacion de Tau inducida por los medios condicionados.
En la figura 2.24 se puede observar que el aumento en la fosforilacién de los tres residuos
de Tau inducida por el medio PMA fue prevenido por el inhibidor U0126 de una forma
dependiente de la concentracién, alcanzandose los niveles basales de fosforilacion con la
concentraciéon de 10 pM. El medio LPS también indujo un aumento en los niveles de
fosforilacién de los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 que el tratamiento con el U0126

consiguié prevenir, obteniendo practicamente idénticos resultados con las dos
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concentraciones utilizadas (figura 2.25). Sin embargo, este inhibidor fue incapaz de prevenir
completamente el incremento de fosforilacién en la Thr-50 de Tau inducido por el medio de
PMA + LPS, aunque el aumento en la fosforilacién de los residuos Thr-181 y Thr-205 si
que fue reducido hasta los niveles basales tras el tratamiento con el U0126. Este inhibidor

también disminuy¢ la fosforilacién basal de Tau en el residuo Thr-181 (figura 2.26).
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Figura 2.24.- La fosforilacion de Tau inducida por el medio PMA es dependiente de la ruta de
las FERKs. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia diferentes
concentraciones del inhibidor de las ERKs U0126 durante 1 h. Transcurrido este tiempo se adicion6
al medio el 10 % de medio PMA y se incubaron 24 h. Al finalizar el experimento, las células se lisaron
y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos
especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se analizaron los niveles de fosforilacién de
las ERK 1/2. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis densitométrico
correspondiente a la media += EEM de tres experimentos independientes. Los datos se expresan como
el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y **p<0,01,

comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.25.- Las ERKs participan en el incremento de la fosforilacion de los residuos Thr-50,
Thr-181 y Thr-205 de Tau promovidgor el medio LPS. Las células diferenciadas se incubaron
en ausencia o en presencia diferentes concentraciones del inhibidor de las ERKs U0126 durante 1 h.
Transcurrido este tiempo se adicioné6 al medio el 10 % de medio LPS y se incubaron 24 h. Al finalizar
el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el
analisis densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los
datos se expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control

*p<0,05 y **p<0,01, comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.26.- La fosforilacion de los residuos Thr-181 y Thr-205 de Tau esta mediada por las
ERKs. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia diferentes concentraciones
del inhibidor de las ERKs U0126 durante 1 h. Transcurrido este tiempo se adicioné al medio el 10 %
de medio PMA + LPS y se incubaron 24 h. Al finalizar el experimento, las células se lisaron y los
niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos
especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el anéalisis densitométrico
correspondiente a la media 4+ EEM de tres experimentos independientes. Los datos se expresan
como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control, *p<0,05 y **p<0,01

comparado con las células sin tratar.

2.2.8. La via de senalizacion de las JNKs estd implicada en la

fosforilacién de Tau en respuesta a los medios condicionados

A continuacién estudiamos la ruta de las JNKs. Por ello, estas quinasas fueron
inhibidas utilizando el péptido inhibidor de JNKs antes de estimular a las células
diferenciadas con los medios. La figura 2.27 muestra que el tratamiento con el inhibidor de
JNKs (iJNK) previno el incremento de los niveles de fosforilacién en los residuos Thr-50,
Thr-181 y Thr-205 inducido por el medio PMA, destacando su efecto sobre el sitio Thr-181,
ya que la concentracién més alta de este compuesto (20 pM) consigui6é bajar incluso sus
niveles basales. En la figura 2.28 se observa cémo sélo el aumento de la fosforilacion del

residuo Thr-205 debido al tratamiento con el medio LPS fue prevenido completamente por
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este inhibidor. Sin embargo, este inhibidor no previno de forma significativa la fosforilacién
de la Thr-50 y la Thr-181 de Tau. El medio PMA 4 LPS aumenté los niveles de
fosforilaciéon de los tres residuos y el tratamiento con el péptido inhibidor lo previno en los
residuos Thr- 50 y Thr-205, hasta alcanzar los niveles de fosforilacién del control con las

dos concentraciones utilizadas (10 y 20 pM), pero sélo lo evité parcialmente en la Thr-181
(figura 2.29).
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Figura 2.27.- La via de las JNKs regula la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181
y Thr-205 inducida por el medio PMA. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en
presencia diferentes concentraciones del péptido inhibidor de las JNKs (iJNK) durante 1 h.
Transcurrido este tiempo se adicioné al medio el 10 % de medio PMA y se incubaron 24 h. Al finalizar
el experimento, las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante
Western blot utilizando anticuerpos especificos. Como control positivo del efecto del inhibidor se
analizaron los niveles de fosforilaciéon de c-jun. En la figura se muestra un blot representativo y el
analisis densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los
datos se expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control

*p<0,05 y **p<0,01, comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.28.- El medio LPS promueve la fosforilacion de la Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de Tau
regulada por la ruta de las JNKs . Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia
diferentes concentraciones del péptido inhibidor de las JNKs (iJNK) durante 1 h. Transcurrido este
tiempo se adicioné al medio el 10 % de medio LPS y se incubaron 24 h. Al finalizar el experimento,
las células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis
densitométrico correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y

**p<0.01 comparado con las células sin tratar.
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Figura 2.29.- Las JNKs participan en la fosforilacion de Tau promovida por el medio mezcla de
PMA y LPS. Las células diferenciadas se incubaron en ausencia o en presencia diferentes
concentraciones del péptido inhibidor de las JNKs (iJNK) durante 1 h. Transcurrido este tiempo se
adicioné al medio el 10 % de medio PMA + LPS y se incubaron 24 h. Al finalizar el experimento, las
células se lisaron y los niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el andlisis
densitométrico correspondiente a la media - EEM de tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de proteina fosforilada con respecto al control *p<0,05 y

**p<0,01, comparado con las células sin tratar.

En la tabla 3.1, se muestra un resumen de los resultados obtenidos en el estudio de

las vias de senalizacién implicadas en la fosforilacion de Tau por los medios condicionados.

Estimulo / Residuo Thr-50 Thr-181 Thr-205

PMA ERK 1/2, JNKs | p38s, ERK 1/2, JNKs | p38s, ERK 1/2, JNKs

Medios
LPS p38s, ERK 1/2 p38s, ERK 1/2 p38s, ERK 1/2, JNKs
condicionados

P+L p38s, INKs p38s, ERK 1/2 p38s, ERK 1/2, JNKs

Tabla 3.1. Vias sefializacion de las MAPKs que regulan la fosforilacion de los residuos
Thr-50, Thr-181 y Thr-205 de la proteina Tau inducida por los medios condicionados.
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2.2.9. Los medios condicionados modifican la localizacién intracelular

de Tau

Al igual que se hizo previamente con TNF-a, decidimos estudiar cémo afectaban los
medios condicionados a la localizacién de la proteina Tau. Para ello, las células SH-SY5Y
diferenciadas se incubaron con los diferentes medios condicionados durante 24 h y la
localizacién de Tau y de sus formas fosforiladas, se analizaréon mediante inmunofluorescencia,
siguiendo el protocolo descrito en el apartado de Materiales y Métodos.

En la figura 2.30 se muestra el efecto de los distintos medios condicionados sobre
la morfologia y la localizacién de Tau en las células SH-SYHY diferenciadas. Como se
puede observar, las células de las muestras control poseen una morfologia alargada y
fusiforme, con presencia de Tau por toda la célula. Tras la incubacién con los medios,
las células sufrieron los cambios morfolégicos ya observados en la figura 2.14, con los
somas mas poligonales y prolongaciones menos numerosas y mas cortas, excepto con el
medio LPS, que promovié un aumento en la longitud de las prolongaciones neuronales.

Por otra parte, todos los medios condicionados aumentaron los niveles de
fluorescencia de Tau tanto en el soma como en las prolongaciones, aunque estos efectos no
se observaron en todas las células. Estos resultados no coinciden con los resultados
observados mediante Western blot, que indicaban que los medios condicionados no
modificaban los niveles de Tau.

Hay que destacar que bajo estas condiciones experimentales, en la mayoria de los
casos no se observé una gran entrada de Tau a nicleo como en los otros estimulos estudiados,
aunque en algunas figuras si se aprecia este hecho. Esta diferencia entre las diferentes figuras

es causada por el estado de las células y el método utilizado.
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Figura 2.29.- Distribucion intracelular de Tau en respuesta a los medios condicionados. Las
células diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios PMA, LPS y PMA + LPS.
Tras lo cual, se fijaron y tineron con Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado
de Materiales y Métodos. La observacién de las células se realizé6 mediante microscopia confocal. Se

muestra una imagen representativa, de méas de tres experimentos independientes.

En las siguientes figuras se muestra el efecto de los medios condicionados sobre la
fosforilaciéon de los residuos Thr-50, Thr-69 y Thr-181 de Tau. En la figura 2.30 se puede
observar que Tau fosforilada en el residuo Thr-50 (P-Thr-50) se localiza en toda la célula
en los controles, aunque su intensidad de la fluorescencia fue mayor en las neuritas y en el
ntucleo que la de Tau sin fosforilar (ver cabeza de flecha de color blanco en la columna de
superposicién de imagenes de P-Thr-50 + Tau), lo que sugiere que en estas regiones celulares

Tau se encuentra fosforilada en Thr-50. La exposiciéon al medio PMA promovié un ligero
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aumento en la fluorescencia de Tau sobre todo en soma y nucleo. La fluorescencia de
fosfo-Tau-Thr-50 también aumenté en esos compartimentos pero disminuyé
ligeramente en algunas prolongaciones, como se observa en la columna de superposicién
de imégenes de P-Thr-50 + Tau (cabeza de flecha blanca). El medio LPS promovié un
incremento en las dos formas de Tau analizadas, pero no modificé la distribucién de
la fosfo-Tau-Thr-50. Resultados similares se obtuvieron cuando las células se incubaron
en presencia del medio PMA + LPS. Como se observa en la figura 2.31, la fosfo-Tau-
Thr-69 (P-Thr-69) se encontré en mayor concentracién en las terminaciones de las
células control (ver puntas de flecha blancas en la columna de superposicién de las
imégenes de P-Thr-69 + Tau). El medio PMA promovié un ligero incremento de esta
forma fosforilada en soma y una pérdida en las prolongaciones. Con los medios LPS y
PMA + LPS este aumento de la fosfo-Tau-Thr-69 fue més evidente. Finalmente, las
células control presentaron muy bajos niveles de fluorescencia del residuo Thr-181
fosforilado y s6lo en el citoplasma de la zona cercana al nucleo (figura 2.32). El
tratamiento con los medios condicionados promovié un aumento de la intensidad
de fluorescencia de la fosfo-Tau-Thr-181, que siguié detectandose en soma principalmente
y en algunas prolongaciones en células incubadas con el medio LPS y en la mezcla de
PMA y LPS (ver punta de flecha de color blanco en la columna de superposicién de

imagenes de P-Thr-181 + DAPI).




JAS)I

P-Thr-50 DAPI P-Thr-50 +DAPI Tau P-Thr-50 4 Tau
- - ‘
- ‘/l - ‘ }‘
N - l
 { .
PMA +
LPS

Figura 2.30.- Efecto de los medios condicionados sobre la localizacion intracelular de Tau fosforilada en el residuo Thr-50. Las
células diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se fijaron y tifieron
con fosfo-Tau Thr-50 (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de
las células se realiz6 mediante microscopia confocal. Las cabezas de fecha indican la presencia de fosfo-Tau Thr-50 en las

prolongaciones celulares. Se muestra una imagen representativa, de mas de tres experimentos independientes.
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Figura 2.31.- Efecto de los medios condicionados sobre la localizacion intracelular de Tau fosforilada en el residuo Thr-69. Las
células diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se fijaron y tifieron
con fosfo-Tau Thr-69 (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La
observacion de las células se realizé mediante microscopia confocal. Las cabezas de fecha indican la presencia de fosfo-Tau Thr-69 en

las prolongaciones celulares. Se muestra una imagen representativa, de méas de tres experimentos independientes.
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Figura 2.32.- Efecto de los medios condicionados sobre la localizacion intracelular de Tau fosforilada en el residuo Thr-181. Las
células diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se fijaron y tifieron
con fosfo-Tau Thr-181 (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacion
de las células se realiz6 mediante microscopia confocal. Las cabezas de flecha indican la presencia de fosfo-Tau Thr-181 en las

prolongaciones. Se muestra una imagen representativa, de mas de tres experimentos independientes.
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2.2.10. Efecto de los medios condicionados sobre el transporte axonal

v la organizacién de los microtibulos

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar el efecto de los medios condicionados sobre el
transporte axonal. En este caso, ademés de analizar la distribucion de los neurofilamentos
se estudid la distribuciéon de las mitocondrias, ya que su transporte también se encuentra
afectado en la EA (Hollenbeck y Saxton, 2005; Baloyannis, 2006; Rintoul y Reynolds, 2010).
Como se puede observar en la figura 2.33, los medios condicionados inhibieron el transporte
tanto de los neurofilamentos y de las mitocondrias (figura 2.34) ya que produjeron la
acumulacion de los mismos en el soma de las células. Sin embargo, ninguno de los medios
desorganizo los microtibulos, ya que como se puede observar en la figura 2.35, la distribucién

de la tubulina no se afectd.
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Figura 2.33.- Los medios condicionados afectan al transporte axonal pero no a la organizacion de los microtibulos. Las células
diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios condicionados PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se analizé la
distribucién de los neurofilamentos como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacion de las células se realizé

mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa, de mas de tres experimentos independientes.
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Figura 2.34.- Los medios condicionados afectan al transporte axonal pero no a la
organizacion de los microtiibulos. Las células diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 %
de los medios condicionados PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se analiz6 la distribucién de
las mitocondrias como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las
células se realiz6 mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa, de mas

de tres experimentos independientes.
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Figura 2.35.- Los medios condicionados afectan al transporte axonal pero no a la organizacion de los microtibulos. Las células
diferenciadas se incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios condicionados PMA, LPS y PMA + LPS. Tras lo cual, se analizd
la distribucién de tubulina como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las células se realizé mediante

microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa, de méas de tres experimentos independientes.
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2.2.11. La distribucién de MAP-2 no se modifica por los medios

condicionados

Con el fin de comprobar si los medios condicionados podrian afectar a otras proteinas
asociadas a microtuibulos y no sélo a Tau, se analizé la distribucién de la MAP-2.

En la figura 2.36 se observa que el marcaje de MAP-2 se localiz6 de manera uniforme
por toda la célula control, paralelamente a Tau, aunque no se observé en nicleo. Tras la
incubacién con los medios PMA, LPS y PMA + LPS se incrementé la intensidad de su
fluorescencia pero no se observaron cambios destacables en su distribucién intracelular con
respecto al control, por tanto, a la vista de estos resultados podemos concluir que los medios
condicionados no afectan a la localizaciéon intracelular de MAP-2 en las SH-SY5Y

diferenciadas.
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Figura 2.36.- Efecto de los medios condicionados sobre la localizacion intracelular de MAP-2. Las células diferenciadas se
incubaron durante 24 h con el 10 % de los medios condicionados PMA, LPS y PMA + LPS. Tras este tiempo se fijaron y tifieron con
MAP-2 (verde), Tau (rojo) y con DAPI (azul), como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La observacién de las

células se realiz6 mediante microscopia confocal. Se muestra una imagen representativa, de més de tres experimentos independientes.

ng [ eurpjord v 9.1QOS UQIIRIIB[UL B 9P 0JIf]



Resultados

166



FEfecto de la fosforilacion residuo-especitica de Tau en su funcion y localizacion

Capitulo 3. Efecto de la fosforilacion residuo-especifica de Tau

en su funcion y localizacion

En los capitulos anteriores hemos visto que Tau se encuentra fosforilada en los
residuos Thr-50 y Thr-69 y que el estrés hiperosmotico y las citoquinas aumentan los niveles
de fosforilacién de Tau en el residuo Thr-50. Ya que las funciones fisiolégicas y patoldgicas
de Tau se encuentran reguladas por su estado de fosforilacién, en este capitulo nos
propusimos estudiar el efecto de la fosforilacién especifica de Tau en los residuos Thr-50 y
Thr-69 sobre la funcién y localizacién de la proteina.

Para realizar nuestros estudios, utilizamos una aproximacién experimental basada
en el empleo de formas mutadas de Tau en las que se habia sustituido el aminoacido treonina
por alanina (T50A, T69A), excluyendo asi la susceptibilidad a ser fosforilado (Utton et al,
1997), o bien por acido glutamico (T50E, T69E), simulando un estado de pseudofosforilacién
permanente por la adiciéon de una carga negativa (Eidenmuller et al, 2000). Aunque los
efectos de una pseudofosforilacion pueden no ser completamente iguales a los de una
fosforilacién real, esta técnica ha aportado importantes conocimientos acerca de céomo la
fosforilacion residuo-especifica de Tau afecta a su estructura y funcién (Leger et al, 1997;
Eidenmuller et al., 2000; Combs et al, 2011).

Este capitulo esta dividido en dos partes. La primera se realizé en nuestro laboratorio
utilizando la linea celular HEK-293. Elegimos esta linea porque no expresa Tau y en
consecuencia, los resultados obtenidos se deberian exclusivamente a la expresién exégena de
la proteina. La segunda parte del capitulo se desarrollé en el laboratorio del Dr. Roland
Brandt, en el Departamento de Neurobiologia, de la Universidad de Osnabriick en
Alemania. Para estos estudios se utilizé la linea celular PC-12, que es la utilizada en ese

laboratorio.
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3.1. Efecto de la fosforilacién residuo-especifica de Tau en las
células HEK-293

3.1.1. Expresién de las construcciones de Tau en las células HEK-293

Antes de comenzar con nuestros estudios, lo primero que hicimos fue examinar la
expresion de las diferentes construcciones de Tau en las células HEK-293. Para ello, las
células se transfectaron con las construcciones pCMV5-HA-hTau40 (Tau), pCMV5-HA-
hTaud0-T50A (T50A), pCMV5-HA-hTaud0-T50E (T50E), pCMV5-HA-hTaud40-T69A
(T69A) y pCMV5-HA-hTaud0-T69E (T69E), tras lo cual la expresién de Tau se examind
mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos para Tau. Como se muestra en la

figura 3.1, las células expresaban todas las construcciones de Tau y a los mismos niveles.

Tau T50A  T50E T69A  T69E

Figura 3.1.- Expresion de las construcciones de Tau en las células HEK-293. Las células se
transfectaron con las construcciones pCMV5-HA-hTau40 (Tau), pPCMV5-HA-hTau40-T50A (T50A),
pCMV5-HA-hTau40-T50E (T50E), pCMV5-HA-hTau40-T69A (T69A) y pCMV5-HA-hTaud0-T69E
(T69E) segtin se describe en la seccién de Materiales y Métodos. Después de 36 horas, las células
fueron privadas de suero durante 12 horas adicionales, tras lo cual se lisaron y cantidades iguales de
proteina de las diferentes condiciones experimentales se utilizaron para analizar la expresién de la
proteina Tau mediante Western Blot. En la figura se muestra una imagen representativa de tres

experimentos independientes.

3.1.2. Las mutaciones puntuales de Tau modifican su capacidad de
asociacién al citoesqueleto, asi como su capacidad de unién y estabilizacién de

los microtibulos

Una vez comprobada que la expresion de las construcciones era correcta, se procedid
a analizar la capacidad de union al citoesqueleto de las diferentes formas de Tau. Con este
fin, se llevo a cabo un ensayo de asociacién al citoesqueleto, segiin se describe en el apartado
de Materiales y Métodos, mediante el cual se obtienen dos fracciones a partir de las células
transfectadas, una fraccion soluble (FS) y una fraccion insoluble (FI) que contiene el
citoesqueleto. El ratio entre los niveles de Tau presentes en la fraccién insoluble y la soluble
se utilizé6 como indicador de la capacidad de asociacién de la proteina al citoesqueleto, de

modo que un ratio entre insoluble y soluble elevado indica una asociacién mas fuerte de Tau
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con el citoesqueleto. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.2. Como se puede
observar Tau se distribuyé entre la fraccién soluble e insoluble de manera equitativa,
mientras que sorprendentemente todas las formas de Tau mutadas se repartieron de forma
mayoritaria en la fraccién soluble, disminuyendo significativamente en la fraccién insoluble
(figura 3.2-A). En la figura 3.2-B se muestra la representacién grafica del ratio entre los
niveles de Tau presentes en la fraccién insoluble y la soluble. En ella se puede observar que
las formas mutadas de Tau presentaron un ratio muy inferior a la proteina sin mutar y por
tanto, una menor capacidad de unién a citoesqueleto. Aunque cabe destacar que las formas
pseudofosforiladas de Tau son las que tienen menor capacidad de unién al citoesqueleto.
Estos resultados sugieren, por una parte que cualquier modificacién en las Thr-50 y Thr-69
de Tau afecta a la facultad de la proteina para unirse al citoesqueleto y por otra parte que
la capacidad de asociacién de Tau al citoesqueleto es menor cuando estos residuos estan

pseudofosforilados.
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Figura 3.2.- Las mutaciones puntuales de Tau modifican su capacidad de asociacion al
citoesqueleto. Las células transfectadas con las diferentes construcciones de Tau se procesaron para
obtener una fraccién soluble (FS) y una fraccién insoluble (FI), siguiendo el protocolo descrito en el

ensayo de asociacién al citoesqueleto de la seccién Materiales y Métodos. A continuacién, se analizd
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la proteina Tau en ambas fracciones mediante Western Blot. A: Imagen representativa y el anélisis
densitométrico de tres experimentos. B: Grado de asociacién de Tau con el citoesqueleto (FI/FS).
Los datos representan la media + EEM de tres experimentos independientes. *p<0,05 y **p<0,01
con respecto a Tau.

Como se introdujo al comienzo de este trabajo, una de las principales funciones de
Tau es su unién a los microtibulos y la consiguiente estabilizaciéon de los mismos. Con el
fin de estudiar el efecto de la fosforilaciéon de los residuos Thr-50 y Thr-69 de Tau en estas
funciones, se realizé un ensayo in situ que permite estudiar la capacidad de unién de las
proteinas a los microtibulos en el que primero se estabilizan estas estructuras con Taxol,
para posteriormente separar el contenido celular en tres fracciones, una fraccién postnuclear
(FPN), una fraccién no unida a microtibulos (FNUM) y otra precipitada o fraccién unida
a microttibulos (FUM). Como se muestra en la figura 3.3, Tau se distribuy6 de forma similar
entre la fraccién no unida y unida a los microtiibulos, mientras que los niveles las formas de
Tau mutadas aumentaron considerablemente en la FNUM y disminuyeron,
consecuentemente, en la FUM, no encontrandose diferencias entre las mismas. Estos
resultados sugieren que cualquier modificacion en los residuos Thr-50 y Thr-69 de Tau

disminuyen su capacidad de unirse a los microtubulos.
FPN

FNUM

FUM
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Figura 3.3.- Las mutaciones puntuales de Tau disminuyen su capacidad de union a los
microtibulos. Las células transfectadas con las diferentes construcciones de Tau se lisaron y los
microtibulos presentes en los extractos celulares se estabilizaron con Taxol (10 pM). A continuacién,
los extractos celulares se separaron en una fraccién postnuclear (FPN), en una fraccién soluble no

unida a microtibulos (FNUM) y una fraccién unida a microtibulos (FUM) segin se describe en
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Materiales y Métodos. Los niveles de Tau en las diferentes fracciones se analizaron mediante Western
Blot. En la figura se muestra un blot representativo y el analisis densitométrico correspondiente a la
media + EEM de dos experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los

niveles de las diferentes formas de Tau con respecto a la proteina sin modificar.

Para determinar si las mutaciones en Tau afectaban a su capacidad de estabilizar
los microttbulos, las células transfectadas se trataron en ausencia (SN) o presencia (CN) de
nocodazol, que es un compuesto que desorganiza a los microtibulos por su capacidad de
unirse a PB-tubulina e inhibir, de esta forma, la dindmica de los mismos. Después del
tratamiento, las células se lisaron y el contenido celular se separd en una fraccién asociada
al citoesqueleto, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado de Materiales y Métodos.
En este caso los niveles de a-tubulina se utilizaron como el indicador de la estabilidad de
los microtibulos. Como se puede observar en la figura 3.4, en ausencia de nocodazol no se
detectaron diferencias aparentes en los niveles de a-tubulina entre las células transfectadas
con las diferentes formas de Tau. Sin embargo, tras el tratamiento con nocodazol, los niveles
de a-tubulina en las células que expresan las formas de Tau T50E y T69E fueron inferiores,
aunque solo significativas en el Gltimo caso, a los detectados en las células que expresan Tau
v los mutantes TH50A y T69A. Estos resultados sugieren que la ausencia de fosforilacién en
estos residuos de Tau tiene un efecto protector frente a la desorganizacién de los
microtibulos inducida por nocodazol.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la fosforilacién de Tau en los residuos
Thr-50 y Thr-69 disminuye su capacidad de asociarse a los microttibulos, lo que se traduce

en una menor proteccién de los mismos frente a procesos de despolimerizacién.
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Figura 3.4.- La fosforilacion de la Thr-50 y de la Thr-69 de Tau reduce la estabilidad de los
microtibulos. Las células transfectadas con las diferentes construcciones de Tau se incubaron en
ausencia o presencia de 10 pg/ml de nocodazol durante 2 horas antes de realizar el ensayo de
asociacion al citoesqueleto, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. La
estabilidad de los microtubulos se evalud por los niveles de a-tubulina presente en la fraccién asociada
al citoesqueleto. En la figura se muestra un blot representativo y el anélisis densitométrico
correspondiente a la media + EEM de al menos tres experimentos independientes. Los datos se
expresan como el porcentaje de los niveles de las diferentes formas de Tau con respecto a la proteina

sin modificar. ¥*p<0,05, con respecto a la proteina sin modificar.

3.1.3. La pseudofosforilacién de Tau en el residuo Thr-69 favorece

la agregacién de la proteina

Ademas de en la estabilizacién y polimerizacion de los microtibulos, la fosforilacion
juega un papel clave en la formacién de agregados insolubles de Tau. Por este motivo,
decidimos estudiar si la fosforilacién de la Thr-50 y de la Thr-69 promovia la agregaciéon de
Tau. Para ello, las células transfectadas con cada una de las construcciones de Tau se
solubilizaron utilizando el detergente sarcosil y se fraccionaron segin se describe en el
apartado de Materiales y Métodos, y la presencia de agregados de Tau en la fraccién
insoluble a sarcosil (FIS) se analizé mediante Western blot. Como se puede observar en la
figura 3.5, sélo la pseudofosforilacién de Tau en el residuo Thr-69 promovia la agregacion

de la proteina.
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Tau T50A T50E T69A T69E

Figura 3.5.- La pseudofosforilacion de Tau en la Thr-69 promueve la formacion de agregados
insolubles de la proteina Tau. Después de la transfeccion, las células se procesaron para obtener las
fracciones insolubles al detergente sarcosil, segiin se describe en el apartado de Materiales y Métodos.
La presencia de los agregados de Tau se analizé6 mediante Western blot. En la figura se muestra un

blot representativo de dos experimentos independientes.

3.1.4. Efecto de las mutaciones puntuales de Tau y el estado de

fosforilacion de la proteina en la velocidad de polimerizacién de tubulina in vitro

A continuacién, estudiamos la capacidad de los mutantes de Tau para promover la
polimerizacién de la tubulina in vitro. Para ello, realizamos un ensayo de medida de
turbidez, tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Segiin este ensayo,
la velocidad inicial de polimerizacién se calcula como la tangente a la curva de progreso en
los 5 primeros minutos, tiempo donde el proceso es lineal, de manera que la pendiente de
la recta en esos tiempos iniciales es la velocidad inicial en unidades de absorbancia a 340
nm/min. Estos ensayos se realizaron con las proteinas Tau recombinantes no modificadas
(nombradas como fosforiladas) y con las mismas proteinas tratadas con la proteina
fosfatasa PP2A (nombradas como desfosforiladas).

Como se muestra en la figura 3.6, cuando las proteinas recombinantes no fueron
pretratadas con PP2A, la velocidad de polimerizacion de tubulina en presencia del mutante
de Tau TH50A fue superior a la detectada en la Tau sin modificar. El resultado contrario se
obtuvo con la modificacion T69A, que fue el mutante més lento. Cabe destacar que las
formas fosforiladas de ambos residuos se comportaron como la proteina sin mutar. La
desfosforilacion de las proteinas recombinantes s6lo modifico el efecto de las formas mutadas
de Tau en el residuo Thr-69. Asi, la velocidad de polimerizacién de tubulina en presencia
de Tau T69A desfosforilada fue, en este caso, similar a la observada con Tau sin modificar,
pero se observd un gran aumento de la velocidad de polimerizaciéon con el mutante Thr-69
pseudofosforilado. Nuestros resultados sugieren, que cuando las proteinas de Tau

recombinantes se encuentran fosforiladas, la no fosforilaciéon del residuo Thr-50 de Tau
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promueve una polimerizacion mas rapida de tubulina, mientras que la no fosforilacién del
residuo Thr-69 disminuye la velocidad de polimerizacién de la misma. Ademas muestran
que los efectos de la pseudofosforilaciéon puntual de Tau sobre la velocidad de polimerizacién

de tubulina dependen del estado de fosforilacion de Tau en otros residuos de la proteina.
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Figura 3.6.- Efectos de las formas mutadas de Tau en la velocidad de polimerizacion de la
tubulina. La polimerizacion in vitro de la tubulina en presencia de las formas fosforiladas y
desfosforiladas de Tau y sus mutantes T5H0A, T50E, T69A y T69E, se determiné mediante
turbidimetria segtin se describe en el apartado de Materiales y Métodos. En la figura se muestra la
representacién grafica de la velocidad méxima de polimerizacién de tubulina de cada condicién

experimental y corresponde a la media -+ EEM de al menos tres experimentos independientes.

3.2. Efecto de la fosforilacién residuo-especifica de Tau en las

células PC-12 diferenciadas

Una vez estudiado los efectos de las mutaciones de Tau en los residuos Thr-50 y
Thr-69 en células no neuronales, nuestro siguiente objetivo fue estudiar sus efectos en
células de tipo neuronal, para lo cual utilizamos las células PC-12 diferenciadas con NGF
durante 96 horas.

3.2.1. Expresiéon de las construcciones de Tau en las células

PC-12 diferenciadas

En primer lugar examinamos la expresién de las diferentes construcciones de Tau en
las células PC12. Para ello, las células se transfectaron con las construcciones pCMV5-
PAGFP-hTau40 (Tau), pCMV5-PAGFP-hTau40-T50A (T50A), pCMV5-PAGFP-hTau40-
T50E (T50E), pCMV5-PAGFP-hTaud40-T69A (T69A) y pCMV5- PAGFP-hTau40-T69E

(T69E). Después de ser diferenciadas con NGF, las células se lisaron y la expresiéon de Tau
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se examind mediante Western blot utilizando anticuerpos especificos para Tau. En la figura
3.7 se puede observar que las células expresaron todas las construcciones de Tau pero no lo
hicieron con la misma eficiencia. Asi, los mutantes T50A, T50E y T69E presentaron una
mayor expresion con respecto a la proteina sin mutar y, por el contrario, el mutante T69A

se expresd en menor grado, incluso por debajo del nivel de Tau.

Tau

Actina

Tau / Actina
(% respecto del control)

Tau T50A T50E T69A T69E

Figura 3.7.- Expresion de las construcciones de Tau en las células PC-12. Las células PC-12 se
transfectaron con las construcciones pCMV5-PAGFP-hTau40 (Tau), pCMV5-PAGFP-hTau40-T50A
(T50A), pCMV5-PAGFP -hTaud40-T50E (T50E), pCMV5-PAGFP-hTaud0-T69A (T69A) y pCMV5-
PAGFP -hTaud0-T69E (T69E) segiin se describe en la seccién de Materiales y Métodos. Después de
4 dias de diferenciacién con NGF las células se lisaron y volimenes iguales de lisado celular, de las
diferentes condiciones experimentales, se utilizaron para analizar la expresién de la proteina Tau
mediante Western Blot. En la figura se muestra una imagen representativa y el andlisis
desintométrico correspondiente a la media = EEM de la relacién existente entre los niveles de Tau y
actina de dos experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles

de las diferentes formas de Tau con respecto a la proteina sin modificar.

3.2.2. Efecto de las mutaciones puntuales de Tau sobre su

capacidad de unién a los microtibulos in vivo

Una vez que comprobamos que las células eran capaces de expresar las diferentes
formas de Tau, estudiamos su interaccién con los microtibulos en la célula viva mediante
el ensayo de pérdida de fluorescencia después de la fotoactivacién (FDAP) segun se describe
en el apartado de Materiales y Métodos. En la figura 3.8 se puede observar que ninguna de
las formas pseudofosforiladas de Tau modificé la capacidad de unién de la proteina a los
microtibulos, sin embargo sus formas no fosforilables si que lo hicieron. Asi, la forma mutada

de Tau T50A present6 la mayor capacidad de unién a los microttbulos, ya que la intensidad
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de su senal se perdié a una velocidad menor que la de las deméas formas de Tau. Por el
contrario, la construcciéon T69A fue la que menos interaccioné con los microttibulos, dado
que se separd de ellos mas rapidamente. En la figura 3.8-B se puede observar el efecto de
los mutantes no fosforilables fueron significativos con respecto a la proteina sin modificar y

también con respecto a su pseudofosforilacién (T50E o T6IE).

Estos resultados sugieren, que la fosforilacion de Tau en la Thr-50 disminuye su
capacidad de unién a los microtiibulos y la fosforilacién de Tau en la Thr-69 aumenta su

capacidad de unién a los mismos, comparando sus efectos con las formas no fosforiladas de

Tau.

Intensidad de fluorescencia

1,2~ H Tau
HT50A
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0 50 100
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Figura 3.8.— Efecto de las mutaciones puntuales de Tau sobre su capacidad de unién a los
microtibulos in vivo. Las células PC-12 se transfectaron con las construcciones de Tau y se
diferenciaron con NGF durante 4 dias. Tras lo cual se realizé el ensayo de pérdida de fluorescencia
después de la fotoactivacion, tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos. A:

Pérdida de fluorescencia en funcion del tiempo tras la fotoactivacién. B: Representacién grafica
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correspondiente a la media + EEM de tres experimentos independientes a los tiempos indicados en
la figura. Se analizaron al menos 12 células por condicion experimental y por experimento. Los datos
se expresan como los niveles de intensidad de fluorescencia de la proteina.**p<0,01 y ***p<0,001

con respecto a la proteina sin modificar.

3.3. El patrén de fosforilacién de la proteina Tau se modifica por los

cambios en el estado de fosforilaciéon de los residuos Thr-50 o Thr-69

Se ha descrito que la fosforilacion de determinados residuos de Tau puede afectar el
estado de fosforilacion de otros (Feijoo et al, 2005; Gauthier-Kemper et al., 2011). Teniendo
esto en cuenta y a la vista de los resultados obtenidos anteriormente, quisimos saber si las
mutaciones producidas en los residuos Thr-50 y Thr-69 provocaban cambios en el estado de
fosforilaciéon de Tau. Con este fin, se analizdé por Western blot los niveles de fosforilacion de
Tau en los residuos Thr181, Ser-202/Thr205 (con el anticuerpo AT-8) y Ser-396/Ser-404
(PHF-1) en nuestras condiciones experimentales. En la figura 3.9 se puede observar que la
forma pseudofosforilada de Tau en la posicién Thr-69 fue la que produjo méas modificaciones,
disminuyendo la fosforilacion Tau en los residuos Thr-181 y Ser-202/Thr-205 con respecto
a la observada en la proteina sin modificar. La forma T50E también redujo la fosforilacion
de la Ser-202/Thr-205, aunque en menor medida. Sin embargo, las formas no fosforiladas no
alteraron la fosforilacién de los residuos estudiados. Cabe destacar que ninguna de las formas
mutadas afecté a la fosforilacién de Tau en los residuos Ser-396/Ser-404, localizados en el
extremo C-terminal de la proteina.

Los resultados sugieren que las fosforilaciones de los residuos Thr-50 y, sobre todo,
de Thr-69 de Tau pueden modificar la fosforilacién en otros aminoacidos localizados en otras

regiones de la proteina y en consecuencia, afectar a la estructura y la funcién de Tau.
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Figura 3.9.— La fosforilacion de la Thr-50 y de la Thr-69 de Tau modifica la fosforilacion de
otros residuos de la proteina. Las células se transfectaron con las diferentes construcciones de Tau
y se diferenciaron con NGF durante 4 dias. Al finalizar el experimento, las células se lisaron y los
niveles de las diferentes proteinas se analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos
especificos. En la figura se muestra un blot representativo y el anéalisis densitométrico correspondiente
a la media £ EEM de la relacion existente entre los niveles de fosforilacion de Tau y de Tau total de
dos experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles de

fosforilacion de las diferentes formas de Tau con respecto a la proteina sin modificar.

3.4. Efecto de las mutaciones puntuales de Tau sobre su capacidad de

unién a la membrana plasmética

Como se ha introducido anteriormente, varios trabajos han descrito que Tau puede
interaccionar con la membrana plasmaética a través del extremo amino terminal (Brandt et
al., 1995) y que esta interaccién esté regulada por fosforilacién (Maas et al., 2000). Por ello,
el siguiente objetivo fue estudiar si, bajo nuestras condiciones experimentales, Tau se
encontraba asociada a la membrana plasmatica y si esta interaccién estaba regulada por
fosforilacién. Para ello, las células se transfectaron con las diferentes construcciones de Tau,
se diferenciaron con NGF, tras lo cual se procesaron para obtener dos fracciones, una

citosélica (FC) y otra asociada a la membrana plasmética (FMP), segtin se ha descrito en

178



FEfecto de la fosforilacion residuo-especifica de Tau en su funcion y localizacion

el apartado de Materiales y Métodos. Como se puede observar en la figura 3.10, tanto Tau
como sus formas fosforiladas y no fosforiladas en los residuos Thr-50 y Thr-69 se encontraron
con ambas fracciones, aunque los niveles de Tau en la fraccién citosdlica fueron superiores
en todas las condiciones estudiadas. Por otra parte, se puede observar que la sustitucién de
glutamico en los residuos Thr-50 y Thr-69 no modifica la interaccion de Tau con la
membrana plasmética. Hay que destacar que sélo la forma T69A presenté mayores niveles
de Tau asociada a membrana, lo que sugiere que la fosforilacion de Tau en este
residuo puede disminuir su interaccién con la membrana plasmatica.

i ) \
Tau w.“ -lm*

80 mFC
H FMP

Niveles de Tau
(% respecto del control)

Tau T50A T50E T69A T69E

Figura 3.10.— Efecto de las mutaciones puntuales de Tau sobre su capacidad de unidén a la
membrana plasmdtica. Las células se transfectaron con las construcciones de Tau y se diferenciaron
con NGF durante 4 dias. A continuacion, las células se procesaron para obtener una fraccion
citoplasmatica (FC) y una fraccién de membrana plasméatica (FMP). Se tomaron voltimenes iguales
de las diferentes fracciones y los niveles de Tau se analizaron mediante Western Blot. En la figura se
muestra un blot representativo y el analisis densitométrico correspondiente a la media + error
estandar de dos experimentos independientes. Los datos se expresan como el porcentaje de los niveles

de Tau con respecto al control.
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FEfecto del estrés hiperosmotico sobre Tau

La enfermedad de Alzheimer es el tipo de demencia con mayor incidencia en la
poblacion. Hoy en dia afecta a mas de 36 millones de personas en el mundo y se estima que
esta cifra llegara a ser de unos 115 millones en el ano 2050 (www.alz.co.uk/alzheimers). De ahi
la gran importancia que tiene el conocer los mecanismos moleculares y celulares implicados en
la aparicion de esta enfermedad, y asi identificar nuevas dianas terapéuticas que permitan
desarrollar nuevas técnicas de diagnéstico o terapias mas eficaces frente a este tipo de demencia.

Por ello, en este trabajo hemos estudiado los efectos del estrés hiperosmético e
inflamatorio sobre la expresion, las modificaciones postraduccionales y localizaciéon de Tau,

proteina implicada en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

Capitulo 1. Estudio del efecto del estrés hiperosmotico sobre Tau

en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y

1.1. Proteélisis de Tau y muerte celular por apoptosis

Estudios realizados en nuestro laboratorio ponian de manifiesto que el estrés
hiperosmético inducia la protedlisis de Tau y que la principal proteasa implicada en este
proceso era caspasa 3. En este trabajo hemos descrito, por primera vez, que la caspasa 6
también media la protedlisis de Tau inducida por este tipo de estrés.

Nuestros resultados muestran que la caspasa 6 se activa en respuesta a sorbitol de forma
dependiente del tiempo de incubacién, comenzando a ser significativo el aumento de
actividad tras los 30 minutos de tratamiento. El patrén de activaciéon de caspasa 3 en
respuesta a sorbitol fue similar al observado con caspasa 6. La activacién de caspasa 3
inducida por el estrés hiperosmético ha sido descrito previamente en este mismo tipo celular
(Stoothoff y Johnson, 2001), y en otros tipos celulares neuronales (Niswander y Dokas, 2007)
y no neuronales (Marfe et al., 2008; Inesta-Vaquera et al., 2009), pero es la primera vez que
se describe la activacion de caspasa 6 en respuesta a este estimulo. El hecho de que ambas
proteasas muestren el mismo patrén de activaciéon hace dificil predecir si ambas caspasas se
activan a través de mecanismos independientes o si la activaciéon de una regula la activacion
de la otra. Hemos visto que el inhibidor de caspasa 3, Z-DEVD-fmk a una concentracién de

25 uM, previene la aparicion del fragmento de caspasa 6 y, por otra parte, también hemos
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mostrado que el inhibidor de caspasa 6, Z-VEID-fmk, a una concentracién de 10 uM, inhibe
parcialmente la aparicién del fragmento activo de caspasa 3. Estos resultados, por una parte,
pueden indicar que estos inhibidores utilizados a elevadas concentraciones son inespecificos
(Pereira y Song, 2008) o, por otra, que una caspasa puede regular la actividad de la otra. En
este sentido, caspasa 6 puede activar a caspasa 3 (Allsopp et al, 2000; Zhao et al., 2014) y la
activacién de caspasa 6 por caspasa 3 también ha sido descrita (Slee et al, 1999; Inoue et al.,
2009).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la protedlisis de Tau en
respuesta a choque osmético en las células SH-SY5Y es dependiente de caspasa 6, ya que la
inhibiciéon de su actividad, mediante el uso del inhibidor Z-VEID-fmk, previno parcialmente
la disminucién de los niveles de Tau y la aparicién del fragmento proteolitico de la misma. La
protedlisis de Tau por caspasa 6 ha sido previamente descrita (Guo et al., 2004; Horowitz et
al., 2004; Graham et al, 2011), lo que apoya nuestros resultados. Pero no tenemos que
olvidar que, en nuestras condiciones experimentales, caspasa 3 también estd implicada en este
proceso. Por lo que, en conjunto, nuestros resultados sugieren que la protedlisis de Tau
inducida por sorbitol puede estar mediada por ambas caspasas.

Mediante la expresién transitoria de la proteina de fusion HA-hTau40 en las células,
pudimos comprobar que tanto caspasa 6 como caspasa 3 proteolizan a Tau en su extremo
N-terminal. Nuestros resultados estan de acuerdo con estudios previos que ponen de
manifiesto que caspasa 6 corta a Tau en el residuo Asp-13 (Guo et al, 2004; Rohn et al.,
2008) y que caspasa 3 lo hace en el residuo Asp-25 (Canu et al., 1998; Fasulo et al., 2000).
La regién N-terminal estd implicada en la interaccion de Tau con otras proteinas del
citoesqueleto como la actina, asi como con la membrana plasmatica (Buee et al, 2000;
Morris et al, 2011). Uno de los efectos més tempranos del estrés hiperosmético en la célula
es la retracciéon de la membrana plasmatica debido a la salida de agua del interior celular
para compensar la osmolaridad a ambos lados de la misma (Burg et al, 2007). Por lo que
la pérdida de la region N-terminal de Tau en respuesta a sorbitol podria inducir un cambio
en la reorganizacién del citoesqueleto y, en consecuencia, producir el cambio en la
morfologia celular observado en este tipo de estrés. Por otra parte, la protedlisis de Tau en

su extremo amino-terminal se ha asociado con la progresién del deterioro de la memoria
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episédica, la que contiene las experiencias personales (Ghoshal et al, 2002), posiblemente
porque el fragmento N-terminal proteolizado se acumule en las terminaciones nerviosas y
favorezca el deterioro sindptico (Amadoro et al, 2010). De momento, no sabemos si estas
caspasas proteolizan a Tau en su extremo C-terminal, en posicién Asp-421, ya que cuando
utilizamos el anticuerpo Tau-C3, que reconoce especificamente a Tau proteolizada en este
residuo, no detectamos la presencia de la misma. No sabemos si la falta de resultados ha sido
debido a problemas técnicos, ya que no disponiamos de controles positivos, o bien se debe a
que ninguna caspasa corta en ese extremo o a que caspasa 6 estd cortando en la posicién

Asp-402 (Guo et al., 2004; Rohn et al., 2008) lo que eliminaria el sitio de unién del anticuerpo.

El estrés hiperosmético, ademés de producir la protedlisis de Tau, induce cambios en
la morfologia celular que estan asociados con un descenso en la viabilidad y un aumento de la
muerte celular por apoptosis. Nuestros resultados concuerdan con los observados por otros
autores que muestran un paralelismo entre la protedlisis de Tau y la muerte celular en
diferentes modelos experimentales (Fasulo et al, 2000; Chung et al, 2001; Stoothoff y
Johnson, 2001; Rissman et al, 2004; Cotman et al., 2005; Corsetti et al., 2008). Por lo que en
conjunto, estos resultados sugieren que estimulos que producen una rapida activaciéon de la
cascada apoptotica inducen, ademas de apoptosis, la protedlisis de Tau.

Por otra parte, nuestros resultados también muestran que la apoptosis inducida por
sorbitol sélo se previene cuando se inhibe, de forma conjunta, la actividad de las caspasas 6 y
3, o de todas las actividades caspasas, lo que sugiere que la actividad de, al menos las
caspasas 6 y 3, son necesarias para inducir la apoptosis en nuestras condiciones
experimentales. Nuestros resultados difieren de aquellos que muestran que la actividad
caspasa 6 (Zhang et al, 2000; Monnier et al, 2011; Zhao et al, 2014) o caspasa 3 (Marfe et
al., 2008) median la apoptosis celular inducida por varios estimulos y en diferentes tipos
celulares. Pero en estos estudios se utilizaron concentraciones elevadas de los inhibidores de
caspasa 3 y de caspasa 6, por lo que éstos podrian estar inhibiendo la actividad de varias

caspasas, tal y como hemos observado en nuestras condiciones experimentales.
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2. Fosforilacién, localizacion de Tau y muerte celular por apoptosis

Ademaés de inducir la protedlisis de Tau, en el presente trabajo hemos mostrado que el
estrés hiperosmético promueve la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205,
mientras que disminuye su fosforilacion en el residuo Thr-69. La fosforilacién de Tau en
respuesta a sorbitol en los residuos Thr-50 y Thr-181, asi como en otros residuos situados a lo
largo de toda la proteina, se ha descrito con anterioridad (Jenkins et al, 2000; Stoothoff y
Johnson, 2001; Feijoo et al., 2005) pero nuestro trabajo muestra por primera vez que el estrés
hiperosmético induce la fosforilacion de Tau en el residuo Thr-205 y que disminuye la
fosforilacién en el residuo Thr-69. Cabe destacar el comportamiento diferente que tienen dos
residuos de Tau ubicados en el extremo N-terminal frente a un mismo estimulo.

Puesto que Tau es fosforilada por diversos miembros de la familia de las MAPKSs
(Illenberger et al., 1998; Feijoo et al, 2005; Hanger et al., 2009), estudiamos los efectos del
estrés hiperosmoético sobre la activacion de estas quinasas y comprobamos que el sorbitol
promovia la activaciéon de las p38s, las ERKs y las JNKs. Mediante la utilizacion de
inhibidores farmacolégicos de las mismas, pudimos comprobar que las p38s y las JNKs, pero
no las ERKs, mediaban la fosforilacién de Tau en respuesta a sorbitol en los residuos
estudiados. Por lo que se refiere a las quinasas p38, nuestros resultados sugieren que las
isoformas y y & pueden estar implicadas en la fosforilacién de Tau en los residuos Thr-50 y
Thr-181 en respuesta a sorbitol y que todas las isoformas lo pueden estar en la fosforilacién de
la Thr-205. Nuestros resultados estdn en consonancia con un estudio previo que apunta a la
p38d como la quinasa responsable de la fosforilacién del residuo Thr-50 de Tau en respuesta a
sorbitol (Feijoo et al, 2005). Aunque la fosforilacién de Tau en la Thr-181 y la Thr-205 por
las p38s ha sido descrita en estudios in vitro (Feijoo et al, 2005), nuestro trabajo muestra
por primera vez, que estas quinasas fosforilan dichos residuos de Tau in vivo en respuesta al
estrés hiperosmético. Finalmente, nuestros resultados muestran por primera vez que la ruta
de las JNKs media la fosforilacion de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 en
respuesta al estrés hiperosmético.

El estrés hiperosmoético también produce un cambio en la distribucién celular de Tau,
que se traduce en un aumento en los niveles de la proteina tanto en el citoplasma como en el

ntucleo de la célula. Por otra parte, el sorbitol induce la fosforilacién de Tau nuclear en el

186



FEfecto del estrés hiperosmotico sobre Tau

residuo Thr-50 mientras que disminuye su fosforilacién en el residuo Thr-69. El aumento en los
niveles citosélicos de Tau total y fosforilada en los residuos Thr-50, Thr-69 y Thr-181 en
respuesta al sorbitol estan de acuerdo con el hecho de que la fosforilacién de Tau induce su
acumulacion en el espacio somatodendritico (Scholz y Mandelkow, 2014). El aumento en los
niveles de Tau fosforilado en otros residuos y sin fosforilar en el niicleo en respuesta a diferentes
estreses ha sido previamente descrito (Thurston et al, 1997; Sultan et al, 2011; Lu et al,
2013a; Lu et al., 2013b; Violet et al., 2014), pero nuestro trabajo muestra por primera vez que
un mismo estimulo regula de forma diferente la fosforilaciéon de diferentes residuos de Tau
nuclear. De momento desconocemos el efecto que puede tener la entrada y la fosforilacién
diferencial de Tau en el nucleo, pero podemos sugerir que puede ser una de las senales que
provocan la apoptosis de la célula en respuesta a sorbitol. De hecho, recientemente se ha
descrito que la hiperfosforilacién de Tau nuclear compromete la estabilidad del ADN, porque
lo desprotege frente al ataque de especies reactivas de oxigeno y a la hipertermia, o porque
provoca una disminucién la velocidad de renaturalizacion del ADN (Lu et al, 2013a; Violet et
al., 2014). El aumento de la fosforilacion de Tau en nicleo también se ha correlacionado con
una alteracion del ADN en células de neuroblastoma (Lu et al, 2013b).

Nuestro trabajo muestra que el estrés hiperosmético produce la desorganizacién de los
haces de tubulina. Este efecto esta en consonancia con el hecho de que la hiperfosforilaciéon de
Tau disminuye su capacidad de unién microtiibulos lo que produce la desorganizacién de los
mismos (Hanger et al, 2014).

Finalmente también hemos mostrado que las JNKs, ademas de fosforilar a Tau,
inducen la apoptosis de las células en respuesta a sorbitol, y que este efecto puede estar
mediado por la activacién de, al menos, caspasa 3. De hecho existe una correlacién temporal
entre la activacién de las JNKs y la de las caspasas 6 y 3, ya que se observa una activaciéon de
las JNKs previa al pico de maxima activad de las proteasas. Nuestros resultados difieren de los
obtenidos por Niswander y Dokas en 2007 que mostraban que las quinasas p38 mediaban la
apoptosis de las neuronas procedentes de hipocampo de rata en respuesta al sorbitol.
Posiblemente esta discrepancia se deba a la diferencia en el tipo celular utilizado. Sea por un
motivo o por otro, la implicacién de las JNKs (Tournier et al, 2000; Su et al., 2014) o de las

p38s (Mandal et al, 2008; Lu et al., 2014) en la apoptosis inducida por varios tipos de estreses
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y en diferentes modelos celulares ha sido ampliamente descrita.
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Capitulo 2. Estudio del efecto de la neuroinflamacion sobre la

proteina asociada a microtibulos Tau en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y diferenciadas

La inflamacién en el SNC o neuroinflamacién, es un proceso que se asocia a la
progresiéon de diversas enfermedades como el Alzheimer. En este proceso participan la
activaciéon de las células gliales (microglia y astroglia), la liberacién de compuestos
inflamatorios y la activacién de determinadas cascadas de senalizacién. En el caso concreto
de la EA, la respuesta inmune generada para eliminar las placas seniles y los NFTs no se
extingue, es decir, se vuelve crénica (Eikelenboom et al, 2010; Heneka et al, 2015). El
objetivo de esta etapa del estudio fue recrear un entorno inflamatorio (y oxidativo) similar
al que se presenta en la EA, y caracterizado por altos niveles de citoquinas proinflamatorias.
Las citoquinas, de entre las que destaca el TNF-o, tienen numerosos papeles en la fisiologia
y patologia humana. La presencia de elevados niveles de TNF-o en enfermedades
neurodegenerativas estd mas que demostrada (McCoy et al., 2011; Rubio-Perez y Morillas-
Ruiz, 2012), aunque todavia su papel no esta del todo esclarecido. Por todo esto, y porque
TNF-o parece ser uno de los efectores patolégicos mas importantes dentro de la
neuroinflamaciéon (Bradley, 2008; Clark et al, 2010), se decidi6 estudiar en particular el
papel de esta citoquina en el presente trabajo. Para este capitulo también se utilizaron los
medios condicionados procedentes de la linea celular U937. Con este tipo de estimulo se
consigue mimetizar in vitro un ambiente determinado, en este caso, un entorno pro-
inflamatorio (Giulian, 1993; Craig et al., 2008). En este trabajo, los sobrenadantes obtenidos
de los cultivos de las células U937 tras ser estimuladas con PMA, LPS o la mezcla de los 2
compuestos anteriores, fueron ricos en citoquinas y otros compuestos inflamatorios, lo que

constituyé una reproduccion de la respuesta inflamatoria.

2.1. Efecto de la inflamacién sobre Tau
Las neuronas son morfologica y funcionalmente muy asimétricas. Por ello nos
propusimos estudiar el efecto de TNF-a y de los medios condicionados sobre la morfologia de

las células de neuroblastoma diferenciadas. Hemos mostrado que el tratamiento con TNF-a
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altera la morfologia celular, fundamentalmente reduciendo el ntimero y la longitud de las
prolongaciones. Estos resultados concuerdan con los de otros autores que mostraron que el
TNF-o inhibia la diferenciacién de SH-SY5Y diferenciadas con NGF y en neuronas
(Neumann et al., 2002; Takei y Laskey, 2008). Sin embargo, en 1992 se demostré que,
combinada con el INF-y, TNF-o también podia inducir diferenciacién (Ponzoni et al., 1992),
hecho que se ha corroborado més tarde in vitro (Obregon et al, 1997; Widera et al., 2006).
A pesar de estas evidencias, la incubacién con esta citoquina generalmente inhibe la
proliferacion y la diferenciacién neuronal mediante uno de sus receptores (TNFR-1) (Iosif et
al., 2006).

Ademaés, observamos que la incubacién con los medios condicionados provocd
diferentes cambios morfoldgicos en las células de neuroblastoma diferenciadas tras 24 h de
incubacién. Estos cambios, similares a los provocados por TNF-q, si bien eran dependientes
de la concentracién utilizada, no todas las células de una muestra seguian el mismo patrén.
Algunos autores han indicado que un estimulo dado afecta a células individuales, no al
conjunto, sin encontrar explicacién para este fenémeno (Callahan et al., 1999), algo similar
a lo que ocurre en las muestras de los medios condicionados. Nosotros pensamos que se debe
a que el proceso de diferenciaciéon no esté sincronizado en los cultivos, de manera que cada
célula estd en una etapa del proceso. Por tanto, nuestros resultados sugieren que el efecto de
estas citoquinas proinflamatorias sobre la diferenciaciéon es dependiente del estadio en el que
se encuentre el proceso.

De entre los medios condicionados utilizados en este trabajo, el de resultados mas
interesantes fue el obtenido mediante la estimulacion con LPS, el medio LPS, ya que
promovia el aumento en la longitud de las prolongaciones celulares. Este efecto puede deberse
a que este medio contenia una mayor concentraciéon de IL-1B. Se ha comprobado en diversos
estudios que esta citoquina promueve diferenciacién neuronal y supervivencia tanto in vivo
como 7n vitro (Kannan et al, 1996; Allan y Rothwell, 2001; Wang et al, 2007c). Los cambios
morfologicos inducidos por la inflamacién pueden conllevar a la pérdida funcional de las
neuronas y causar finalmente su muerte, en nuestro estudio, cuando se analizaron las células
tratadas con TNF-o se observd que el porcentaje de supervivencia disminuia levemente

vy que el tratamiento con los medios condicionados tampoco afectaron notablemente a la
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viabilidad celular, ya que sélo se redujo significativamente tras la incubacién con el medio
mezcla de PMA y LPS. Estos resultados van en paralelo con los obtenidos en el anélisis
morfolégico de las células, en los que no se observaron marcadores de muerte, y corroboran
la poca toxicidad de estos estresores para las SH-SY5Y diferenciadas. No obstante, existen
numerosos articulos que sugieren que un entorno inflamatorio favorece la muerte
celular programada o apoptosis (Carson y Ribeiro, 1993; Onishi et al, 1997; Pregi et
al., 2009) o una forma regulada de necrosis, conocida como necroptosis (Kaczmarek et
al., 2013; Liu et al., 2014; Kearney et al., 2015), no observadas bajo nuestras condiciones

experimentales.

Otro de los efectos que observamos tras incubar las células con TNF-a fue que esta
citoquina producia un aumento de los niveles de Tau total, que fue ratificado
posteriormente mediante inmunofluorescencia. Este aumento también se ha visto en ratones
(Demjen et al, 2004) y es un marcador de la EA en liquido cefalorraquideo (Sjogren et al.,
2001). Un resultado similar obtuvo el grupo de Ojala y colegas cuando utilizaron otra
citoquina proinflamatoria, la IL-18 (Ojala et al, 2008); y también se ha observado tras la
incubacién con IL-1 (Sheng et al, 2000). Cuando se analizb este incremento, se descubrié
que tenia origen a nivel de expresiéon de proteinas, puesto que, tanto la actinomicina
(inhibidor de la transcripcién) como la cicloheximida (inhibidor de la sintesis de proteinas)
fueron capaces de prevenir este incremento inducido por TNF-«, indicando que debe existir
algin mecanismo mediante el cual esta citoquina estimule la expresion del ARN,, de Tau.
Tras la incubacién con los medios condicionados, observamos que algunos
porcentajes indujeron modificaciones significativas en los niveles de Tau total
mediante Western blot. En ningin caso, el porcentaje de 10 % promovié un
aumento de Tau, aunque si lo detectamos por inmunofluorescencia. La causa de
este resultado posiblemente sea la sensibilidad del método empleado, ya que las
concentraciones de citoquinas del contenido de los medios utilizados fueron muy bajas
(en rango de picomol/ml). Estos resultados estdn en desacuerdo con lo visto por Lee y
colegas en su estudio de este mismo afio, en el que utilizaron las lineas celulares SH-
SY5Y y N-tera2/D1 diferenciadas y estimuladas con TNF-o y un medio condicionado

procedentes de microglia humana activada con LPS y IFN-vy (Lee et al, 2015). Estas
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diferencias pueden atribuirse a que estos autores emplearon una concentracién muy baja de
TNF-a (1 ng/ml) y al tiempo de incubacién (48 h).

Como ya se ha mencionado, las citoquinas secretadas por la microglia pueden
activar las vias de senalizacién que hiperfosforilan a la proteina asociada a microtibulos
Tau (Liet al, 2003; Ojalaet al, 2008) y contribuir al proceso patolégico (Brown y Neher,
2010). Dado que la funcionalidad de Tau estd principalmente regulada por su
fosforilacién, el siguiente objetivo fue analizar el grado de fosforilacion de Tau en los
residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 por primera vez en respuesta al estimulo inflamatorio.
Nuestros resultados muestran que el tratamiento con TNF-a promovié el aumento de la
fosforilacién de los sitios Thr-50 y Thr-205, pero no la del residuo Thr-181. De igual modo,
los medios condicionados también propiciaron la subida de los niveles de fosforilacién de los
tres residuos. Estd comprobado que la inflamacion favorece la hiperfosforilacién de Tau
(Hensley, 2010; Lee et al, 2010; Metcalfe y Figueiredo-Pereira, 2010), aunque éste es el
primer trabajo que demuestra que la Thr-50 se fosforila en respuesta a dicho estimulo. En
cuanto a la fosforilacién de Tau en el residuo Thr-181, se ha probado que ésta es mayor en
células SH-SY5Y sin diferenciar (Jenkins et al, 2000). En paralelo a esta afirmacién, en
nuestro laboratorio hemos podido comprobar que células sin diferenciar (las empleadas en
el capitulo de estrés osmoético) presentan un nivel mayor de “fosforilacién basal” en este
residuo que en las células diferenciadas, como se ha podido observar en las iméagenes de

inmunofluorescencia y que por ello, el efecto de estos estimulos sea menor.

En conjunto, nuestros resultados apoyan la hipotesis descrita en la Introduccion, y
es que la neuroinflamacion caracteristica de la EA promueve el aumento de la fosforilacion
de Tau.

Ademaés de la fosforilacién de la proteina Tau, se ha descrito que durante los procesos
inflamatorios se activan varias cascadas de senalizaciéon. Numerosas evidencias demuestran
la relacién de TNF-a con las MAP quinasas en multitud enfermedades (Broom et al., 2009;
Kim y Choi, 2010; Sabio y Davis, 2014). Nuestros datos muestran que el TNF-o y los medios
condicionados inducen la activaciéon de las principales MAP quinasas (p38s, ERK 1/2 y

JNKs), aunque éstas ya se encuentran fosforiladas antes del estimulo. Este hecho es
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comprensible dado que las MAPKs participan diversos procesos celulares ademas de
contribuir a la fosforilacion especifica de Tau como hemos mostrado. En este sentido,
nuestros resultados sugieren que la regulaciéon de la fosforilacién de los tres residuos
analizados es llevada a cabo por las diferentes rutas de las MAPKSs en respuesta a TNF-o y
a los medios condicionados La heterogeneidad de los datos alude a la complejidad de
regulacion del metabolismo de Tau: se ha descrito que muchas quinasas que fosforilan a
esta proteina lo hacen con eficiencias diferentes sobre residuos especificos (Anderton et al,
2001), y que la fosforilacién de un residuo especifico de Tau por una quinasa determinada
depende del tipo celular y del estimulo con el que se trabaje. De hecho, hemos podido
comprobar en esta tesis que los resultados obtenidos con sorbitol no coinciden los con
descritos con el estimulo inflamatorio. Posiblemente entren en juego distintos moduladores
de la respuesta celular dependiendo de los efectores utilizados, como pueden ser otras

quinasas.

Antes se ha comentado, que la senalizacién responsable de la fosforilacién especifica
de estos tres residuos inducida por estos estresores no ha sido descrita antes, por ello no
existe bibliografia. Sin embargo, se conocen otros estimulos inflamatorios, como la IL-6, que
aumentan la fosforilacién de la Thr-205 via activacién de las p38s (Quintanilla et al, 2004),
la misma ruta de senalizaciéon que utiliza la IL-1p para promover la fosforilacién de Tau y
las patologias asociadas a ella (Li et al, 2003; Tanji et al., 2003; Ghosh et al., 2013). In vitro
se ha definido que las tres MAP quinasas participan en la fosforilacién de los residuos de
Tau Thr-181 y Thr-205 (Drewes et al, 1992; Reynolds et al, 2000; Yoshida et al, 2004),
resultados semejantes a los obtenidos en nuestro laboratorio.

La fosforilaciéon de Tau en los residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 previa a la
estimulacién con los estresores o “fosforilacion basal” observada en las muestras control es
debida al proceso de diferenciacion al que se someten las células SH-SY5Y. Se ha publicado
que el Aacido retinoico estimula la fosforilacién de Tau en residuos que se encuentran
hiperfosforilados en los NFTs presentes en los pacientes que sufren la enfermedad de
Alzheimer, asf como el aumento de Tau total (Jamsa et al, 2004). Este no es un hecho
aislado, también en la linea celular PC-12 diferenciada con NGF se ha descrito un incremento

de la fosforilacién de MAP-2 (Teng et al, 1993) y de la propia Tau (Sadot et al., 1995). A
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pesar de ello, las células SH-SY5Y diferenciadas siguen siendo un buen modelo para
este estudio dado que la diferencia entre los niveles de fosforilacién basales y los obtenidos
en las células tratadas es lo suficientemente significativa para observar los efectos de los
estimulos. Ademas, en la Introduccién se ha mencionado que existen residuos de Tau que se
encuentran fosforilados en condiciones fisiolégicas para poder llevar a cabo sus funciones,
pudiendo ser los residuos estudiados parte de ellos.

En esta fosforilacién basal de Tau participan todas las MAPKs analizadas. Sin
embargo el grupo de Planel afirma que las ERKs no fosforilan a Tau en condiciones
fisiologicas in vivo ni in vitro (Noel et al, 2014). Esta teoria se ha descrito en neuronas
humanas y de ratén (Ferrer et al., 2001; Houser et al., 2008). Pero bajo nuestras condiciones
experimentales, las ERK 1/2 también regulan esta fosforilacion basal, dado que se
encontraban ligeramente fosforiladas antes del estimulo y porque el inhibidor U0126 la
previno en todos los residuos analizados, por tanto, nuestros resultados estan en desacuerdo

con los estudios anteriores.

2.2. Localizacion intracelular y transporte axonal

Varios estudios relacionan el aumento en los niveles de Tau con una deslocalizacién
de la proteina y con una disminucién del transporte axonal (Ebneth et al, 1998; Brandt et
al., 2005). En nuestro trabajo hemos mostrado por primera vez que el TNF-at y los medios
condicionados indujeron la deslocalizacién de Tau y de sus formas fosforiladas, que se
traduce en una disminucién de su presencia en las prolongaciones celulares y un aumento
de las mismas en el soma e incluso de algunas de ellas en nicleo (Thr-50). Ademés, la
citoquina por separado promovié el incremento de Tau y de la fosforilacion de los residuos
de Tau Thr-50, Thr-69 y Thr-181, éste tultimo no detectado por Western blot, como ya se
ha mencionado. Los resultados con los medios condicionados fueron similares, observandose
también un aumento de la Tau total que no habia sido probado mediante Western blot.
Hay que decir, que los aumentos de los niveles de fluorescencia fueron mas discretos que los
observados tras el tratamiento con sorbitol, pero ya se ha explicado la diferencia entre estos
agentes estresantes. Ademas, otra diferencia con sorbitol, es que éste promovié la pérdida

de fluorescencia de la Thr-69 fosforilada del ntcleo, sin embargo con TNF-a y los medios
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condicionados, los niveles de fluorescencia de esta forma fosforilada se mantuvieron
practicamente constantes. Como ya se ha discutido en el apartado anterior, la salida de la
fosfo-Tau Thr-69 del nicleo puede estar relacionada con las lesiones que presentan las
células apoptéticas en este organulo. Ya que con el estimulo inflamatorio no se analizé si
habia este tipo de muerte porque no lo vimos necesario a la vista de los resultados
obtenidos en la viabilidad celular y en el estudio morfologico, la no alteraciéon de esta
forma fosforilada de Tau nos confirmaria que no se da este tipo de muerte celular tras la

exposicién a TNF-a o a los medios condicionados.

Otra notable diferencia es la presencia del residuo Thr-181 fosforilado en las células
control, ya que en las células diferenciadas se detectaron niveles inferiores a los
observados en las células sin diferenciar empleadas con el estimulo de estrés hiperosmotico.

Nuestros datos sugieren que el entorno inflamatorio aumenta la fosforilacién de Tau,
promueve su deslocalizaciéon de las prolongaciones y su acumulacion en el soma, induciendo
la patogenia de Tau.

La deslocalizacién de Tau suele estar asociada a una disminucién en el transporte a
lo largo del axén de organulos como las mitocondrias o de otras proteinas como los
neurofilamentos, por ello, se esperaba ver una desorganizaciéon de los haces, como en las
células tratadas con sorbitol, pero apenas se apreciaron cambios, s6lo una ligera disminucién
de los niveles de fluorescencia de tubulina. Una posible explicaciéon a esta “pérdida” de
tubulina es que, en un entorno inflamatorio, los microtiibulos, y més en concreto la tubulina,
sufren modificaciones postraduccionales como la acetilacién/desacetilacion, glicilacién o
destirosinacién (Li y Yang, 2015), que podrian impedir su correcta detecciéon por los
anticuerpos utlizados en este estudio. Ademéds, estas modificaciones juegan un papel
importante en la regulacién de la estabilidad de los microtiibulos, lo que podria contribuir a
la afectacién observada en el citoesqueleto en las prolongaciones.

Donde si se observaron cambios fue en la localizacion de los neurofilamentos: tras el
tratamiento con TNF-a o con los medios condicionados, se retractaron y sélo se detectaron
en el soma. Como se ha dicho antes, los neurofilamentos estdan implicados en el
transporte celular, pero ademés del transporte de proteinas, en las enfermedades

neurodegenerativas el transporte de orgénulos también sufre modificaciones. Asi, en la
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EA se ha descrito que la interrupcién del transito de mitocondrias por el axén
causa una pérdida de estos organulos en las terminales y, en consecuencia, la
degeneracion sinaptica, ya que el suministro local energia para mantener las
sinapsis estd comprometido (Hollenbeck y Saxton, 2005; Baloyannis, 2006; Dubey et
al., 2008). Por ello, el dafio a nivel de transporte axonal podria explicar el origen a la
retraccion axonal que se da en las enfermedades neurodegenerativas. En este trabajo se
ha descrito por primera vez que, en las células tratadas con medios condicionados,
existe una pérdida de mitocondrias generalizada en las prolongaciones celulares.
Ademads, se observaron bulbos axonales tras la incubacién con el medio LPS, lo cual
indica también afectaciéon del transporte. Nuestros datos coinciden con otros estudios en
los que se han utilizado otros estimulos, como el estrés oxidativo (Ebneth et al, 1998;
Stamer et al., 2002). Recientemente se ha apuntado que, en determinados puntos a lo largo
del axén donde es necesario liberar las moléculas u organulos que estan siendo transportados,
como son los puntos de ramificaciéon o las terminales sinapticas, se percibe un aumento local
de Tau (Black et al, 1996; Dawson et al, 2010), confirmando que Tau participa en la
liberacion de la carga y su implicacién en el transporte celular (Dixit et al, 2008), resultado
que podria explicar nuestros resultados de acumulacion de Tau en las

prolongaciones observada en las imagenes de inmunofluorescencia.

Un estado de fosforilacién de Tau determinado y su uniéon a los microtibulos son
necesarios para permitir un correcto transporte axonal (Ballatore et al, 2007). Varios
trabajos llevados a cabo en ratones transgénicos o con cerebros de pacientes que sufren la
EA, relacionan la fosforilacién de Tau con perturbacién del transporte (Kopeikina et al.,
2011; Rodriguez-Martin et al, 2013). En este sentido, se ha probado que en células PC-12
diferenciadas y en neuronas corticales, la fosforilacién de Tau en el residuo Thr-205 reduce
la motilidad mitocondrial en las neuritas (Shahpasand et al., 2012), lo que concuerda con lo
visto en nuestro laboratorio.

Ademds de afectar a Tau, el entorno inflamatorio altera la localizaciéon de
otras proteinas del citoesqueleto, asociadas también a neurodegeneracién, como MAP-2.

Estd ampliamente aceptado que MAP-2 se encuentra mayoritariamente confinada al
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espacio somatodendritico (Kanai y Hirokawa, 1995; Dehmelt y Halpain, 2005), pero en
nuestro modelo celular se detecté por toda la célula, al igual que ocurriera con la proteina
Tau. Esta distribucién “anémala” de MAP-2 puede explicarse por el estado de maduracién
de las células, ya que estdn en un proceso de diferenciacion y la compartimentaciéon de
MAP- 2 tiene lugar en células ya maduras (Crandall et al, 1986; Dotti et al, 1987). El
comportamiento de MAP-2 fue bastante similar al de Tau con TNF-a y con los medios
condicionados, aumenté ligeramente pero no hubo cambios en su localizacion. Este
resultado sélo coincide con un articulo de 2001, en el cual se describia que TNF-a no
modificaba los niveles de MAP-2 (Marx et al, 2001). Puede que sélo sea la citoquina TNF-
o la que suscite este tipo de efecto sobre MAP-2, v que bajo condiciones desfavorables para
la célula se active un mecanismo de compensaciéon en el cual otras MAPs realicen las
funciones que la MAP afectada no puede cubrir (Boucher et al, 1999; Gordon-Weeks y
Fischer, 2000; Takei et al, 2000). No obstante, la mayoria de las escasas publicaciones
sobre este tema, sugieren una disminucién de MAP-2 en respuesta a un estimulo (Ashford
et al., 1998). Como se ha adelantado en la Introduccién, MAP-2 puede ser secuestrada por
Tau y formar parte de los agregados en las tauopatias (Alonso et al, 1997), y por tanto,

disminuir la cantidad de MAP-2 funcional.
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Capitulo 3. Efecto de la fosforilacion residuo-especifica de Tau

en su funcion y localizacion

Tau juega un papel importante en la regulacién de la dindmica de los microtibulos
en situaciones de normalidad fisiol6gica. Su implicaciéon en patologias neurodegenerativas se
debe a que es el mayor componente de los NFTs y a su fosforilacién aberrante. Con estos
antecedentes, se puede entender la importancia de su fosforilaciéon en la regulacién de sus
funciones biolégicas. Una de esas funciones es la estabilizacién de los microttibulos celulares
a través de su asociacién a las moléculas de tubulina, constituyente basico de este tipo de
estructuras. Se sabe que la fosforilacién de Tau en ciertos residuos localizados en los dominios
de repeticién o en regiones adyacentes de la proteina regulan negativamente su asociacion a
los microtubulos, promoviendo su separacién de los mismos (Buee et al, 2000; Gendron y
Petrucelli, 2009). Sin embargo, no se conoce con exactitud la funciéon que desempeiia el
dominio amino terminal de Tau en la regulaciéon de esta propiedad de la proteina, a pesar
de ser responsable de otras importantes funciones como interaccionar con la membrana
plasmaética o poseer sitios de corte por caspasas (Mandelkow y Mandelkow, 2012). Por esta
razon, y continuando con estudios previos de nuestro grupo de investigacién realizados por
la Dra. Marta Olivera Santa-Catalina, se propuso estudiar el papel de la fosforilaciéon del
extremo N-terminal de Tau en su unién a microtiibulos y en su relacién con su entorno. Los
residuos de Tau elegidos para el estudio fueron la treonina-50 y la treonina-69. Las formas
fosforiladas de estos residuos forman parte de los agregados de Tau (Feijoo et al, 2005;
Hanger et al., 2009) y son fosforilados por MAPKs como hemos podido demostrar en trabajos
no publicados de nuestro laboratorio y en otras investigaciones (Godemann et al, 1999;
Reynolds et al, 2000). Para este estudio el modelo celular escogido fue la linea celular HEK-
293 dado que carece Tau enddgena, y resulta idénea para la expresion de formas mutadas
de Tau mediante el uso de sus correspondientes construcciones plasmidicas. Dichas
construcciones, y para cada residuo objeto de estudio, permitian la expresiéon de una Tau no
fosforilable en el residuo (mutacién a alanina), o una Tau pseudofosforilada en el residuo

(mutacion a dcido glutdmico). Tanto la alanina como el acido glutdmico fueron elegidos por
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sus propiedades y tamafo, para que no interfieran en la estructura de la proteina. Aunque
la fosforilacion fisiolégica es dinamica y transitoria en respuesta a varios estimulos o eventos
celulares, los mutantes que mimetizan un estado fosforilado o no fosforilable pueden ser utiles
para estudiar el papel regulador de la fosforilacién de una proteina en particular en la célula.
Aunque el uso de este tipo de construcciones estd aceptado y ofrece buenos resultados para
examinar los cambios estructurales y funcionales que resultan de este tipo de modificacién
postraduccional en Tau, como se ha demostrado en varias publicaciones (Utton et al, 1997;
Eidenmuller et al, 2000; Fath et al, 2002; Sun y Gamblin, 2009), los efectos de una
pseudofosforilaciéon pueden no ser completamente iguales a los de una fosforilacion real. Pero
con esta técnica se ha evitado el problema que suponen las aproximaciones basadas en el uso

de quinasas constitutivamente activas que pueden fosforilar més de un residuo de la proteina.

Resultados previos de nuestro laboratorio habian demostrado que la fosforilacién Tau
en el residuo Thr-50 dificultaba su unién a los microtibulos (Olivera Santa-Catalina, 2012).
En el presente trabajo se ha demostrado que cualquiera de las modificaciones efectuadas en
los residuos de Tau Thr-50 y Thr-69 afectaban a su asociacién con el citoesqueleto, pero las
formas no fosforiladas (T50A y T69A) presentaron una tendencia a unirse al citoesqueleto
levemente superior que sus respectivas formas fosforiladas. Si bien estos resultados no
coinciden exactamente con los obtenidos en el laboratorio con anterioridad, hay que
mencionar que estos primeros experimentos se realizaron sin utilizar la proteina nativa como
control, por tanto, sélo se observaron las diferencias entre los 2 mutantes con el residuo Thr-
50 de Tau modificado. Aunque era de esperar que las no fosforiladas favorecieran la unién
al citoesqueleto, como ocurre con la Ser-396 del extremo C-terminal de Tau (Bramblett et
al., 1993), en el presente trabajo, los resultados con HEK-293 sugieren que los residuos de
treonina son necesarios para mantener la estructura de la proteina Tau que favorezca su
unién a microtibulos, y que, desde el punto de vista estructural, el cambio de un residuo
fosfotreonina por glutdmico obstaculiza especialmente su unién a tubulina, tal y como se ha
comprobado en otros trabajos en residuos sitiados en el dominio de unién a microtubulos
(Utton et al., 1997; Xie et al., 1998; Combs et al, 2011). Llama la atencién que en la mayoria

de estos estudios solo ha utilizado la pseudofosforilacién para sus experimentos y no han
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comparado sus resultados con el mutante opuesto, el que impide la fosforilacién, por lo que
las diferencias que observan son mayores con respecto a la proteina sin mutar y hace mas
completo nuestro trabajo.

Casi en paralelo con estos resultados, en la aproximacion in vivo realizada en PC-12
se observé que el mutante TH0A presentaba una unién maés fuerte a microtibulos. Pero si
comparamos todos los resultados, parece haber discrepancia entre ambos modelos. Sin
embargo, aunque si bien estos modelos buscan ser una aproximacién “in vivo’, tienen
diferencias considerables. La principal diferencia es que en el modelo PC-12 se trabaja con
células diferenciadas a tipo neuronal mientras que las HEK-293 es un modelo no neuronal, y
por las distintas técnicas empleadas. También hay que tener en cuenta que el aumento de la
Tau disociada observada en el primer ensayo se debe en parte a que el Taxol y Tau compiten
por los mismos sitios de unién en los microtiibulos, y por ello, en presencia de este compuesto
Tau puede encontrarse disociada o en estado soluble (Black, 1987). En general, nuestros
datos sugieren que la pseudofosforilacién del residuo Thr-50 de Tau afecta a su habilidad
para unirse y polimerizar los microtubulos. Apoyando esta hipétesis, algunos estudios han
indicado que la pseudofosforilacién de determinados residuos (de la regién proxima al
dominio de unién a microtibulos) perturba la polimerizacién (Combs et al, 2011). Sin
embargo, en otras regiones de la proteina Tau, la fosforilacién no afecta la polimerizacién
estabilizada por Taxol in vivo ni in vitro (Haque et al., 1999; Devred et al., 2002; Amniai et
al., 2009). Puede que el extremo N-terminal participe indirectamente en la unién a
microtiibulos, manteniendo la estructura necesaria para esta interaccién o directamente, ya
que la introduccién de cargas negativas en Tau disminuiria su unién a los microtubulos, por
la repulsiéon con la superficie negativa de la tubulina, promoviendo la inestabilidad de los
microtibulos y pudiendo afectar a otras propiedades de Tau como su localizacién celular.

Aparte de ser el mutante que méas tiempo estd unido a los microtibulos, T50A
favorece la polimerizacién de los microtibulos més largos y mas rapidamente. En el lado
contrario se encuentra la forma no fosforilada de la Thr-69 de Tau, la cual se disocia de los
microtibulos antes y polimeriza a menor velocidad y las formas fosforiladas, que fueron
similares a la proteina sin modificar. Estos resultados concuerdan con los obtenidos in vivo

pero no coinciden con los obtenidos por Feijoo y colaboradores, quienes muestran que la
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mutaciéon TH0E de Tau promueve un aumento en la velocidad de polimerizacion in vitro.
Sobre el residuo Thr-69 de Tau no hay nada descrito hasta el momento, pero si se han
estudiado otros residuos situados en otras regiones de Tau, como por ejemplo la fosforilacién
de la Ser-202 y la Thr-205, las cuales disminuyen la polimerizacién de tubulina y su unién a
microtibulos, o la Ser-235 y la Ser-404 que fosforiladas muestran una capacidad para inducir
polimerizacién igual que la Tau nativa (Wada et al., 1998). Esta disparidad de resultados en
la literatura hace muy complicado conocer el papel especifico de cada residuo y pone de
manifiesto la necesidad del desarrollo de técnicas mas precisas para llevar a cabo estas
investigaciones.

Por otra parte, el tratamiento con fosfatasas previo a la medida de la velocidad
produjo algunos cambios que afectaron sobre todo a la forma fosforilada de la Thr-69, lo que
nos indicéd que, en el efecto de las modificaciones de los residuos de Tau Thr-50 y Thr-69
pueden interfieren otros elementos, posiblemente otras fosforilaciones en diferentes zonas de
la proteina Tau.

La pseudofosforilacion de la Thr-50 y la Thr-69 de Tau también afectd negativamente
a su capacidad polimerizadora, mientras que los mutantes no fosforilados la promovian. El
resultado de la T50A concuerda con los anteriores, en los que se describia una unién a
microtibulos méas fuerte que el resto de los mutantes; con respecto a la T69A, este resultado
coincide con los obtenidos en las HEK-293, pero no con lo visto in vivo ni in vitro. Una
posible explicaciéon a la aparente contraposiciéon de los resultados son los modelos celulares
elegidos, ya que la afinidad de la proteina recombinante usada in vitro por los microtibulos
se ve comprometida en el modelo de cultivo celular, puesto que la regulacién de Tau esta
mediada por quinasas y fosfatasas que no se encuentran en el sistema in vitro. También hay
que tener en cuenta la existencia de otras proteinas asociadas a los microttubulos en la célula,
que al igual que Tau, pueden unirse a este tipo de estructuras y estabilizarlas, y cuya
asociacién a la tubulina podria verse facilitada como un mecanismo compensador diferente
en cada tipo celular en respuesta a una deficiente funcién de Tau debido a su grado de
fosforilacién. Esta puede ser la causa por la que obtengamos tan variados resultados en los

diferentes modelos utilizados.
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Nuevamente, nuestros resultados son opuestos a los obtenidos por Feijoo, quien percibié una
mayor repolimerizaciéon y extensiones maés largas tras la incubaciéon con nocodazol con el
mutante pseudofosforilado de la Thr-50. Pero en paralelo a nuestros datos, la mayoria de los
trabajos realizados en este sentido sugieren que la fosforilacién disminuye la habilidad de
Tau para prevenir la despolimerizacién de los microtiibulos, como son los realizados con los
residuos Thr-231/Ser-235 o Ser-396/Ser-404 (Ding et al., 2006).

En conjunto con los resultados de asociacién a microtibulos, nuestros datos apuntan
que una unién mas fuerte a microtibulos podria ayudar a estabilizarlos. Dado que la unién
a microtubulos de Tau requiere una conformacién determinada de la proteina, no es dificil
imaginar que existen residuos clave que pueden modificar dicha conformacién, lo que

afectaria a su unién con los microtibulos y su capacidad polimerizadora.

La despolimerizacién de los microttibulos y la disociacion de Tau de ellos, podrian
favorecer la formacion de agregados. Estos depdsitos insolubles son caracteristicos de las
patologias de la proteina Tau, de ahi nuestro interés en saber si la fosforilacion de los dos
residuos estudiados propiciaba su formacién. Aunque nuestras condiciones de trabajo (in
vitro) no pueden ser comparables a las que tienen lugar en el interior de la célula, donde el
ambiente reducido tenga posiblemente consecuencias sobre la agregacién, el uso de mutantes
es un modelo aceptado. Los resultados indicaron que la T69E inducia este fenémeno, no asi
las demas construcciones, coincidiendo con el estudio realizado por Hanger y colegas en 2009,
pero opuestos a lo obtenido por Feijoo en su trabajo, donde el residuo Thr-50 fosforilado si
estaba presente en los agregados de Tau. De nuestros resultados también se puede extraer
que no todas las fosforilaciones especificas de Tau tienden a formar los NFTs, como es el
caso del residuo Thr-50, no presente en los agregados pero si relacionado con la patologia
asociada a Tau. El mecanismo mediante el cual el residuo Thr-69 fosforilado induce
agregacion todavia no se ha esclarecido, pero se puede sugerir, teniendo en consideracién los
datos previos de esta tesis, que produce un cambio en la estructura de la proteina que podria
promover la formacién de agregados.

Otra de las propiedades de Tau que pueden verse afectadas por su estado de

fosforilacién es su localizacién subcelular, como hemos comprobado anteriormente, por ello
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nos planteamos investigar si su fosforilacién en el extremo N-terminal, que es la parte de
Tau asociada a la membrana plasmatica (Brandt et al, 1995), tenia un papel relevante en
esta interaccién. Bajo nuestras condiciones experimentales, los resultados obtenidos indicaron
que todos los mutantes eran méas abundantes en el citosol, pero que también se encontraban
asociados a la membrana plasmatica, en una proporcién similar a la proteina sin modificar,
sugiriendo, por primera vez, que ni la fosforilacion del residuo Thr-50 y ni la del Thr-69 de
Tau participan en su asociacién a la membrana plasméatica. Sin embargo, los trabajos
realizados sobre este tema coindicen en apuntar que Tau se encuentra desfosforilada cuando
estd asociada a membrana (Brandt et al., 1995; Ekinci y Shea, 2000; Maas et al., 2000; Pooler
et al., 2012). Es importante destacar que estos autores trabajaron bien con una construccién
de Tau en la cual se habfan mutado varios sitios a lo largo de la proteina (simulando el
estado de Tau en los PHFSs) o con fragmentos del extremo animo terminal de Tau, por lo
que el efecto descrito fue mayor que el obtenido por nosotros. Dado que apenas observamos
diferencias entre los diferentes mutantes, pensamos que nuestros resultados apoyan la
hipotesis que sugiere que Tau no interacciona directamente con la membrana plasmatica,
sino que lo hace probablemente a través de otras proteinas (Gauthier-Kemper et al, 2011),
y que por ello, la fosforilacién de un solo residuo no es suficiente para alterar esta asociacion,

necesaria seguramente para la estabilizaciéon de los microttibulos.

Se ha puesto de manifiesto en numerosas ocasiones que las modificaciones realizadas
en el extremo C-terminal pueden afectar al N-terminal y a sus funciones (Gauthier-Kemper
et al., 2011), por ello y por los resultados obtenidos en el resto de ensayos, creimos que seria
interesante analizar si se modificaba el patrén de fosforilacién de Tau, es decir, si otros
residuos vefan modificados su estado (fosforilado o no) en presencia de las distintas
mutaciones. Tras el estudio se concluyé que la fosforilaciéon del residuo Thr-69 de Tau
afectaba a la Thr-181 y Ser-202/Thr-205 fosforiladas y que el mutante T50E también afectd
a la fosforilacién del residuo Ser-202/Thr-205 pero no a los demés. Esto nos sugiere, que la
fosforilacién del residuo de Tau Thr-69, y en menor grado la de la Thr-50, podrian promover
un cambio conformacional en Tau que desencadenaria una serie de modificaciones que

afectaria a otras regiones de la proteina hasta la formacién de agregados. Estos resultados
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estan en contraposicion a lo observado por Feijoo y colaboradores, quienes observaron una
disminucién en la fosforilaciéon del residuo Thr-181 en células HEK-293 transfectadas con la
construccion de Tau THOE y ninguna alteracién de los niveles de fosforilacion de la posicion
Ser-202/Thr-205. Existen otros trabajos en los que se observa la modificacién del patrén de
fosforilacion (Gauthier-Kemper et al, 2011), lo que confirmaria que existen residuos clave
que alteran el comportamiento de la proteina cuando son modificados.

Por tanto, los datos obtenidos sugieren que los residuos Thr-50 y Thr-69 de Tau
deben ser clave para el mantenimiento de la forma “en clip” que presenta Tau en condiciones
fisiol6gicas, estableciendo algtin tipo de interaccién con los residuos situados en la regién rica
en prolinas (como la posiciéon Thr-181 o la Ser-202/Thr-205), pero no con los que se localizan
en el extremo C-terminal (lo que explicaria que el estado de los residuos Ser-396/Ser-404 no
se modificasen). Hay que mencionar, que el cambio conformacional también afectaria a su
uniéon a microtibulos, ya que, teniendo en cuenta los resultados previos, las formas
fosforiladas pierden sus funciones estabilizadora y polimerizadora de microtibulos
(comparandolas con su homélogo sin fosforilar) y posibilitando de esta manera la formacién

de agregados.
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Basandonos en los resultados obtenidos en este trabajo, podemos proponer las siguientes
conclusiones:

1. El estrés hiperosmético produce la protedlisis de Tau y la apoptosis de las células
SH-SY5Y mediante la activacion de las caspasas 6 y 3, a través de un mecanismo en
el que participan las proteinas quinasas JNKs.

2. El estrés hiperosmético y el inflamatorio inducen cambios morfolégicos especificos en
las células SH-SY5Y.

3. El estrés hiperosmético y el inflamatorio promueven la fosforilacién de Tau en los
residuos Thr-50, Thr-181 y Thr-205 a través de la activaciéon de MAPKs diferentes.
FEl TNF-a induce, ademés, un aumento en los niveles de expresién de Tau.

4. La distribucién de la proteina Tau, fosforilada y sin fosforilar, se modifica en
respuesta al estrés hiperosmotico y al inflamatorio de forma especifica.

5. La fosforilaciéon y los cambios en la localizacién de Tau en respuesta al estrés
hiperosmético y el inflamatorio estan asociados con la desorganizacién del
citoesqueleto y con una pérdida del transporte a través del axon, respectivamente, lo
que sugiere que la proteina Tau ha perdido su funcion.

6. La pseudofosforilacion en los residuos Thr-50 y Thr-69 de Tau disminuye la capacidad
de unién de la proteina al citoesqueleto y la de asociarse a los microtiibulos,
reduciendo de esta forma la estabilidad de los mismos. A su vez, disminuye la
capacidad promotora de la polimerizacién de los microtibulos, e influye en la
fosforilacion de Tau en otros residuos, pero no modifica su interaccién con la

membrana plasmatica.

Ademas podemos obtener la siguiente conclusién general:
Aunque los estreses hiperosmético e inflamatorio activan a las mismas rutas
de senalizacion celular, los efectos que éstas tienen sobre Tau y la viabilidad celular son
diferentes, lo que sugiere que deben existir diferentes mediadores que modulen la respuesta

celular a cada tipo de estrés.
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Conclusions

Based on the results of this study, we can conclude that:

1. Hyperosmotic stress induces Tau proteolysis and apoptosis through the activation
of caspase 6 and 3 and JNKs in SH-SY5Y cells.

2. Hyperosmotic and inflammatory stresses promote specific morphological changes in
SH-SY5Y cells.

3. Hyperosmotic stress and inflammation induce Tau phosphorylation at Thr-50,
Thr-181 and Thr-205 through different MAPKs pathways. In addition, TNF-a
increases Tau expression.

4. Tau distribution is modified in response to both hyperosmotic stress and
inflammation in a specific way.

5. Both Tau phosphorylation and distribution are associated to cytoskeleton
disorganization and impaired axonal transport in response to hyperosmotic stress
and inflammation respectively.

6. Tau pseudophosphorylation at both Thr-50 and Thr-69 reduce its ability to associate
to cytoskeleton and microtubules, decreasing their stability. Moreover, these
pseudophosphorylations reduce the ability of Tau to promote microtubule
polymerization and also affect other Tau phosphorylated sites. However, Tau
phosphorylated at Thr-50 or Thr-69 does not modify its interaction with the

plasmatic membrane.

The general conclusion of this work is:
Although hyperosmotic and inflammatory stresses active the same signaling
pathways, their effects on Tau and on cellular viability are different. This suggests that there

are other mediators which modulate the cellular response to each stress.
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