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RESUMEN

Se ha demostrado que la formacion de depdsitos extracelulares e
intraneuronales del péptido beta amiloide (AB) estan involucrados en la
patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer (EA). A pesar de esto, el
mecanismo neurotdxico exacto de A no se ha comprendido del todo. El estudio
de las interacciones del péptido Ap con otras proteinas, ha sido un tema de
gran interés, ya que con esto se puede esclarecer el mecanismo neurotoxico de
AB.

En el presente estudio se seleccionaron péptidos que se unen a APi.42 a partir
de una biblioteca de ADNc de cerebro de paciente con la enfermedad de
Alzheimer expresada en superficie de fago filamentoso M13. A partir de las
clonas obtenidas en la segunda ronda de bioseleccion, se identificaron tres que
se unen ABi-42 Segun los ensayos de tamizaje por ELISA. El alineamiento de las
secuencias de nucleétidos, demostré que las tres clonas compartian la misma
secuencia. Andlisis posteriores por medio de bases de datos electrénicos, tanto
de las secuencias de nucleétidos como de aminoacidos, demostré que dichas
secuencias tienen una homologia del 100 % con la proteina de asociacion a
microtubulos MAP1B. Por lo anterior se decidi6 nombrar a las tres clonas con el
nombre de MAPJ.

El fragmento de MAP1B expresado en la superficie de la clona MAPJ y que
interactUa con AP;-42 consta de 142 aminoacidos con multiples copias del motivo
KKEE y KKEI/V y comparte el 100 % de similitud con el dominio de union a
microtubulos presente en la cadena pesada de MAP1B de humano. En el mapeo
que se hizo de la clona MAPJ con los fragmentos del péptido AB;.42 Se observd
esta clona solo era reactiva al péptido de 42 aminoécidos, lo cual sugiere que
MAPJ esta reconociendo una conformacion del péptido en lugar e una secuencia

lineal.



En este trabajo se propone que la interaccion de ABi4, con en dominio de
unién a microtubulos de MAP1B puede estar participando directamente con las
alteraciones a nivel de citoesqueleto encontradas en la EA. Es importante
determinar si estas alteraciones son causales de la enfermedad o es solo
representan un evento secundario asociado a la muerte de las neuronas, aun
asi, estos eventos parecen estar jugando un papel importante, no solo en la EA

si no en otras enfermedades neurodegenerativas.



Abstract

It has been demonstrated that the formation of extracellular and intraneuronal
deposits of amyloid beta peptide (AB) is involved in the pathogenesis of
Alzheimer”s disease (AD). In spite of this, the exact mechanism of AB
neurotoxicity has not been understood completely. The study of the interactions
of the AP peptide with other proteins has been a subject of great interest,

allowing to clarify the mechanisms of A neurotoxicity.

In the present study, we have isolated peptides that bind to AB;.4, by the
screening of a human brain cDNA library from a patient with AD, expressed on
M13 filamentous phage. Three phage clones were obtained from the second
round of biopanning that bind to ABi.42 according to ELISA. The nucleotide
sequence alignment demonstrated that the three phage clones shared the same
sequence. Later analyses with electronic data bases demonstrated that these
sequences have a 100% of homology with the microtubule associated protein

1B (MAP1B). Therefore, the previous phage clones were named MAPJ.

The fragment of MAP1B expressed in the surface of the phage clone MAPJ and
that interacts with AB.42 consists of 142 amino acids containing multiple copies
of the motif KKEE and KKEI/V and shares 100 % of similarity with the
microtubule binding domain present in the heavy chain of MAP1B. In mapping
studies we found that the MAPJ clone only binds to APi.42, which suggests that

MAPJ recognize some conformations of the peptide instead of linear sequences.

In this study we propose that the interaction of APi.4, with the microtubule
binding domain of MAP1B can be directly participating with the alterations in
the citoskeleton found in AD. It is important to determine if these alterations
have a causal role in the disease or only represent a secondary event
associated with the neuronal death in AD as well as in other neurodegenerative

disorders.



ANTECEDENTES

1. La Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva en la cual, los pacientes presentan deterioro progresivo de la
memoria, desordenes en las funciones cognitivas, alteraciones en el
comportamiento (paranoia y alucinaciones), un decremento en las funciones
linglisticas, desorientacion espacio-temporal y por ultimo la muerte (Selkoe,
2001). Se ha estimado que aproximadamente entre 20 y 30 millones de
personas de la tercera edad, de todo el mundo, presentan esta enfermedad y
se predice que para el 2050 el numero de enfermos se puede triplicar. En
México, esta enfermedad afecta a 350 mil personas y mueren anualmente 2050
pacientes, convirtiendo a la enfermedad de Alzheimer en la cuarta causa de

muerte en personas mayores de 65 afios (http://www.innn.edu.mx).

La mayor parte de la pérdida neuronal en la EA se presenta en regiones del
cerebro involucradas en procesos de aprendizaje y memoria como la capa Il de
la corteza entorrinal, las neuronas CA1 del hipocampo y en las cortezas frontal,
parietal y temporal (Figura 1). No esta muy claro por que son estas regiones las
mas afectadas, algunos autores argumentan que esto puede estar relacionado
con la regulacion de ciertos genes entre los que se encuentran los receptores
de glutamato, proteinas de unién a calcio y factores troficos que a su vez
pueden prevenir o promover la muerte de las neuronas (Mattson, 2004). Por
otro lado, no solo el nimero de las neuronas se ve reducido drasticamente sino
también se observa una marcada disminucion en la densidad sinaptica (Snyder
et al., 2005).



Cerebro normal Cerebro con Alzheimer

Utilizacion de glucosa

Figura. 1. Comparacion entre un cerebro de una persona sana y un paciente con la
enfermedad de Alzheimer, el cual presenta contraccion de de los lébulos temporales y
frontales (a). Tomografia por emision de positrones (TEP) que muestra la utilizacion de
glucosa (las areas en rojo y amarillo indican las areas del cerebro con altos niveles de
utilizacion de glucosa) en un paciente normal y en otro con la enfermedad de
Alzheimer. El paciente con la EA muestra un decremento en el metabolismo energético

en la corteza frontal y los l6bulos temporales. (Tomado de Mattson, 2004).

2. Alteraciones Neuropatoldgicas

Las dos principales lesiones macroscopicas encontradas en los cerebros de
pacientes con la EA son las placas seniles y las marafias neurofibrilares, las
cuales se encuentran en mayor numero en sujetos con la enfermedad en
comparacion con aguellos con un proceso de envejecimiento normal (Mattson,
2004).



2.1 Depositos de AB

Se han encontrado cuatro tipos de depdsitos del péptido beta amiloide (AB) en
cerebros de pacientes con la EA, los cuales ocupan del 12 al 25 % del volumen
total del cerebro (Morgan et al., 2004), estos depdsitos son conocidos como
placas seniles, placas difusas, depodsitos intracelulares y depositos

cerebrovasculares.

Existen evidencias que sugieren que la acumulacion progresiva del péptido Ap
en la corteza limbica y de asociacion se lleva a cabo antes de la formacion de
las placas seniles y las marafias neurofibrilares, lo cual da inicio a una compleja
cascada de cambios bioquimicos y celulares que culminan en un marcado
deterioro cognitivo y de la memoria en los pacientes con la EA (Selkoe, 2001,
Hardy y Allsop, 1991).

2.1.1. Placas seniles

Las placas seniles son estructuras extracelulares esféricas alrededor de los 50 a
200 nm de diametro con un centro denso compuesto por el péptido Ap,
principalmente en formas filamentosas y rodeadas por neuritas distroficas
(Selkoe, 2001). El fragmento mas abundante del péptido es el ABi40, €l cual
representa cerca del 90 % del total de péptido Ap, un 10 % es representado
por el fragmento APi42, mientras que los fragmentos ABize Y APiaz SON

observados en cantidades muy bajas (Morgan et al., 2004).



Por otro lado, varias formas truncadas en la regién amino-terminal de AP
(NTAB) han sido identificadas en cerebro, sobrenadante de cultivo celular y
fluido cerebrospinal por medio de diferentes metodologias (Sergeant, 2003).
Las formas NTAB han sido descritas en el 35 % de los cerebros de pacientes
con la EA. Estas formas truncadas representan mas del 60 % de todas las
especies de AB y funcionan como nucleo para la oligomerizacion y deposito del
péptido, lo cual trae como consecuencia un marcado dafio axonal y dendritico

(Selkoe y Schenk 2003).

A pesar de que el péptido AB es el principal componente de las placas seniles,
se han tratado de determinar otros componentes que pueden afectar o
promover su formacion. En el 2002, se determin6 que CLAC (collagen-like
Alzheimer amyloid plaque component), asi como su precursor, CLAC-P/collagen
type XXV (Col XXV) forman parte de las placas seniles en la EA (Hashimoto et
al., 2002), en la actualidad no se conoce la actividad biol6gica de CLAC y el
papel que este juega en la formacion de las placas seniles. Por otro lado, se ha
demostrado que la apoliproteina D se encuentra presente en placas seniles

localizadas en la corteza temporal de pacientes con la EA (Desai et al., 2005).

2.1.2. Placas difusas

Las placas difusas son estructuras amorfas, no poseen un centro denso de AB
pero por medio de anticuerpos se ha determinado que este se encuentra
presente y tal vez en un estadio temprano de agregacion (Tagliavini et al.,
1988, Dickson, 1997). Estas estructuras usualmente son encontradas a lo largo
de los hemisferios cerebrales y en menor grado en el cuerpo estriado y la

corteza cerebelar (Morgan et al., 2004)



2.1.3 Depéositos intracelulares

Hasta 1993, se creia que la acumulacién de AB era exclusivamente extracelular
debido a que las técnicas de biologia celular utilizadas hasta antes de este afio
no permitian demostrar la presencia del péptido dentro de las células, lo
anterior llevo a pensar a los investigadores que la generacion de ApB se llevaba
a cabo en la membrana plasmatica de las células justo antes de ser liberado al

medio intercelular.

En el aflo de 1993 fue cuando se publicé la primera evidencia bioquimica de
que Ap también se encontraba en niveles considerables dentro de neuronas
humanas (Wertkin et al.,1993). Trabajos posteriores demostraron que esta
poza de AB dentro de las lineas celulares neuronales incrementaba en relacion
con la maduracion asi como con el tiempo de cultivo de las células utilizadas en

estos experimentos (Turner, R. S et al., 1996, Skovronsky et al., 1998).

Una vez realizados estos descubrimientos distintos grupos de investigacion que
se dieron a la tarea de determinar los organelos celulares involucrados en la
produccion de AB dentro de las neuronas. Entre los organelos responsables de
esta produccion se encuentran el reticulo endoplasmico (Cook et al., 1997,
Hartmann et al.,1997), aparato de Golgi (Xu et al., 1997, Xia et al., 2000) y el
sistema endosomal-lisosomal (Koo y Squazzo, 1994, Cataldo et al., 2000,
Pasternak et al., 2004). Aunque no se tienen datos de cual de estos oraganelos
es el mas importante en la produccién de A, la idea de que el péptido esta
jugando un papel importante en la EA es ampliamente aceptada en la
actualidad (Hartmann, 1999, Wilson et al., 1999).



2.1.4. Depdsitos cerebrovasculares

Otro trastorno observado frecuentemente en pacientes con la EA es la
angiopatia congofilica amiloide, la cual es originada debido al depdsito de AP en
los pequefios vasos sanguineos de las meninges y la corteza cerebral,
principalmente en las paredes externas de las arteriolas y los capilares (Selkoe,
2001). Este tipo de depositos no son considerados como caracteristicos de la
EA, ya que, a pesar de ser observados en pacientes con esta enfermedad,
también son observados en pacientes que no presentan sintoma alguno de

demencia (Glenner et al., 1981).

2.2 Maranas Neurofibrilares

Las marafias neurofibrilares son agregados intracelulares de la proteina tau
hiperfosforilada y con modificaciones oxidativas (Mattson, 2004). En
condiciones normales, tau es una proteina de asociacion a los microtubulos, la
cual participa en el ensamblaje y estabilizacion de los microtibulos de las
neuronas, principalmente en los axones (Weingarten et al., 1975, Binder et al.,
1984)

La proteina tau es el producto de la traduccion de un Unico gen, localizado en el
cromosoma 17 (Buee et al., 2000). Después de transcribirse, se puede procesar
de diferentes maneras y originar seis isoformas en las neuronas del sistema
nerviosos central (SNC). Existe una isoforma de mayor tamafio que solamente

es expresada en el sistema nervioso periférico (SNP) (Couchie et al., 1992).



Las isoformas de tau presentes en el SNC difieren entre si en el niumero de
regiones de unién a microtibulos y en una regién de 29 aminoécidos en el
extremo amino-terminal. Por otro lado, existe una forma corta de la proteina
tau que se encuentra presente solamente en el cerebro fetal, la cual tiene
solamente tres regiones de union a los microtubulos y no tiene la regiéon de 29

residuos aminoaciles en el extremo N-terminal (Goedert et al., 1989).

Tau es sintetizada principalmente en neuronas (Kosik et al., 1989), pero
también se encuentra presente en astrocitos (Papasozomenos et al., 1989),
oligodendrocitos (LoPresti et al., 1995) y tejidos periféricos (Lubke et al., 1994).
Mas de diez mutaciones han sido descritas en el gen tau en familias que
presentan demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17
(FTDP-17) (Buee et al., 2000). Neuropatolégicamente los pacientes con FTDP-
17 presentan atrofia de los l6bulos frontales y temporales, alteraciones en la

proteina tau, gliosis y muerte neuronal (Delacourte, 2005)

La fosforilacion de la proteina tau es mayor en organismos fetales en
comparacion con organismos adultos. Entre las cinasas encargadas de regular
el estado de fosforilacion de tau se encuentran las cinasas activadas por
mitdégenios (MAPK) (Drewes et al., 1992), la cinasa dependiente de ciclinas 5

(cdk5) (Baumann et al., 1993) y GSK3 (Mandelkow et al., 1992).

Las marafias neurofibrilares (MNF"s) estan compuestas por filamentos
helicoidales pareados (FHP) de 8 a 20 nm de la proteina tau principalmente,
aunque también presentan inmunoreactividad para anticuerpos dirigidos contra
la proteina de asociacion a microtubulos 1B (MAP1B) (Hasegawa et al., 1990),
ubiquitina (Perry et al., 1987), nexina | (Rosenblatt, et al., 1989) y A (Perry et
al., 1992).



Este tipo de lesién también se encuentra en otras enfermedades degenerativas
como es la Degeneracion corticobasal, Enfermedad de Pick, Esclerosis lateral
Amiotréfica, Sindrome de Gerstmann-Stralissler-Scheinker, Enfermedad
Hallervordern-Spatz, Distrofia miotonica, asi como en la Enfermedad de

Niemann-Pick (Buee et al., 2000), por mencionar algunas.

2.3 Otras lesiones

Otras lesiones observadas en examinaciones post-mortem de cerebros de
pacientes con la EA son los cuerpos de Lewy (Kazee y Han, 1995, Ronald y
Hamilton, 2000) y cuerpos de Hirano. Estos Ultimos se encuentran

principalmente en neuronas piramidales del hipocampo (Hirano, 1994).

3. El papel patogénico del péptido AB en la Enfermedad de Alzheimer

En 1984 Glenner y Wong encontraron, en un analisis cerebrovascular realizado
a pacientes con la EA y sindrome de Down, una proteina de 4 kDa la cual
llamaron beta amiloide (AB) (Glenner y Wong, 1984). Ap se produce a través
del procesamiento proteolitico de una glicoproteina de membrana tipo |
conocida como “proteina precursora amiloide” o APP. APP presenta varias
isoformas que van desde 695 (APP695) hasta 770 residuos aminoaciles
(APP770), la forma mas abundante en el cerebro (APP695) es producida
principalmente en las neuronas y difiere de las formas largas en que, la forma
corta de APP, carece de la secuencia inhibidora de proteasas tipo Kunitz
(Mattson, 1997; Hardy, 1997). La principal funcion de APP770 es la de
estimular la proliferacion de células de Schwann en el sistema nervioso

periférico (SNP) (Alvarez et al., 1995).



3.1 Procesamiento de APP

Como se menciond anteriormente, APP es procesada proteoliticamente. En este
procesamiento intervienen tres diferentes enzimas conocidas como: a, By v-

secretasas (Selkoe, 2001).

El corte secuencial de la o-secretasa y la y-secretasa promueve la ruta no
amiloidogénica del procesamiento, es decir, no hay produccién de AB ya que a-
secretasa corta entre los residuos 16 y 17 dentro de la regién AB, por lo cual AB
no puede ser liberado. El corte de la o-secretasa produce un fragmento
denominado APPs,, al cual se le han asignado varias funciones /n vitro e in
vivo, entre las cuales destacan las de factor neurotréfico y neuroprotector
(Edbauer et al.,, 2003). Ademas, se ha observado que la produccion del
fragmento APPs., aumenta en respuesta a la actividad eléctrica y a la activacion

de los receptores muscarinicos de acetilcolina (Mattson, 1997).

El otro producto del procesamiento de la a-secretasa es un péptido C-terminal
de 83 aminoacidos (C83), posteriormente la y-secretasa corta a este fragmento
para producir un pequefio fragmento hidrofébico conocido como p3, cuyo papel
en la enfermedad de Alzheimer no esta bien establecido (Selkoe y Schenk,
2003), y otro denominado dominio AICD, el cual se puede unir a la proteina
adaptadora citoplasmatica Fe65 y aparentemente colaborar con mecanismos de

sefalizacion nuclear (Kimberly et al., 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Ruta no amiloidégenica del procesamiento de APP

En la ruta amiloidogeénica, la p-secretasa (aspartil proteasa también conocida
como BACE) corta después del residuo 671 de la proteina precursora amiloide,
lo que da como resultado la liberacion del ectodominio APPs y un fragmento C-
terminal de 99 residuos de aminoéacidos (C99). La actividad de la y-secretasa,
la cual en su sitio activo tiene a la presenilina, nicastrina, Aph-1y Pen-2, corta a
C99 en el residuo 711 o 713, originando asi al péptido AB en sus dos tamarfios
mas comunes: ABi-40 ¥ APi-42. Algunos autores sugieren que APP puede jugar
un papel importante en la transmision y mantenimiento neuronal, asi como en
la funcién sinaptica; su inadecuado procesamiento puede estar involucrado en

la neurodegeneraciéon (Honer, 1999) (Figura 3).
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Figura 3. Ruta amiloidogénica del procesamiento de APP.

Los descubrimientos anteriores llevaron a varios autores a formular lo que hoy
se conoce como la “hipétesis amiloide”, actualmente, esta permanece
controversial, principalmente debido a que no existe una correlacion clara en
los patrones de depositacion, espaciales y temporales del péptido Ap, con el
grado clinico de demencia en la EA. En contraste, la declinacién cognitiva
correlaciona muy bien con la pérdida sinaptica. Los datos anteriores han llevado
a los investigadores a postular lo que se conoce como la “hipotesis sinaptica del
péptido AB”. Esta hipotesis da mayor énfasis al papel patogénico que juegan los
oligbmeros no fibrilares del péptido, especificamente en las sinapsis (Tanzi,

2005).

Esta hipoétesis es apoyada con varios trabajos, el primero se realizd en ratones
transgénicos APP-V717 (PD-APP) en los cuales se observaron alteraciones
sinapticas antes de desarrollar depdsitos de AB (Larson et al., 1999), en el
segundo trabajo se encontré6 que las formas oligoméricas no fibrilares del
péptido AB, bloquean la potenciacion a largo plazo (LTP) en cortes de cerebro y
en ratones PD-APP vivos (Walsh et al., 2002a), por ultimo, se ha reportado que
los oligbmeros solubles de A, incluyendo dimeros y trimeros, son suficientes
para inducir alteraciones en el aprendizaje y comportamiento de ratones
transgénicos TG2576 (Cleary et al., 2005).



4. Estructura del péptido AB

Existe evidencia de que las especies neurotoxicas del péptido AB no son las
formas fibrilares, como anteriormente se suponia, sino las formas oligoméricas
con estructura p-plegada, la cuales pueden estar jugando un papel
determinante en la patogénesis de la EA (Walsh et al., 2002a, Walsh et al.,
2002b, Cleary et al., 2005, Xu et al., 2005). La estructura secundaria adoptada
por AB depende principalmente del ambiente. Por medio de diversos
experimentos se ha demostrado que los monémeros de AP presentan una
estructura a-hélice en un ambiente similar al encontrado en las membranas de
la célula (Coles et al., 1998). En contraste, cuando el ambiente es acuoso, el
plegamiento es al azar con la presencia de estructuras a-hélice y B-plegada
(Zhang et al., 2000), este cambio en la estructura, puede ser fundamental para
las propiedades amiloidogénicas del péptido (Reinhard et al., 2005). En el 2005,
Xu y colaboradores determinaron por medio dindAmicas moleculares, que los
residuos 24-37 de APi-40 (en solucién acuosa), son el punto de formacion de la
estructura B-plegada, en particular cuatro glicinas (Gzs, Gz9, Gsz3 ¥ Gs7). La
sustitucion de estas glicinas por alaninas incrementd la estabilidad de la

estructura a-hélice (Xu et al., 2005).

5. Interacciones de AB con otras proteinas.

El estudio de las interacciones del péptido AB con otras proteinas, ha sido un
tema de gran interés entre los investigadores, ya que el estudio de las
interacciones proteina-proteina puede esclarecer el mecanismo neurotoxico de

AB, el cual, en la actualidad, no es comprendido del todo.

En tabla 1 se enumeran las principales proteinas que interactian con el A y el

efecto que produce esta interaccion en el organismo.



Tabla 1. Proteinas que interactian con el péptido AB

Proteina que

interactda con

Especies del péptido

Efecto de la interaccion AB involucradas en la Referencia
AB interaccion
] Joslin et al.,
SECR (Serpin- ) ) L
Mediador en la internalizacion y 1991
enzyme complex » o Monémeros
degradacion del péptido AB Boland et al.,
receptor)
1995
FPRL1 (Formal ) ] ]
) Interviene en los procesos inflamatorios o
peptide receptor- Monomeros Yy fibrilar Le et al., 2001
) observados en la EA
like 1)
Receptor de Alteraciones en el metabolismo de la i Xie etal.,
) Monomeros
Insulina glucosa 2002
Kuner et al.,
p75N™® (75 kD- Protege a las células cuando son 1998
neurotrophin expuestas a altas concentraciones de Fibrilar Zhang et al.,
receptor) AB 2003
a7nAChR (a7
o : : iy . . Wang et al.,
nicotinic Inhibe la liberacion de acetilcolina asi .
) ) Mondémeros vy fibrilar 2000
acetylcholine como el flujo de calcio en las neuronas
receptor)
] Modulacién de las integrinas o Sabo et al.,
Integrinas Monomeros Yy fibrilar
neuronales, 1995
RAGE (Receptor of
advanced Generacion de especies reactivas de ) o Yan et al.,
) ) o ] Monoémero y Fibrilar
glycation end oxigeno y activacion microglial. 1997
products)
L . L . Stein et al.,
Transtirretina Inhibe los efectos del péptido Ap No especificado
2004
LRP (Low-density
) ) Blogueo de los receptores LRP o Deane et al.,
lipoprotein o Fibrilar
(eliminacion de AB del cerebro) 2004

receptor protein)

ERAB _ Opermann et
(Endoplasmic
Reticulum al., 1999

associated amyloid
beta-peptide

Disfuncion mitocondrial, produccion

No especificado

Lustbader et al

binding) 2004
Enzima ND3
(NADH-ubiquinone | Inhibicién del complejo I de cadena de Fibrilar Munguia et al.,
oxidoreductase transporte de electrones 2006

chain 3




6. Genética de la Enfermedad de Alzheimer

Una vez que se determind la secuencia de aminoacidos de AP, el gen que
codifica para la proteina precursora amiloide fue clonado y localizado en el
cromosoma 21. Posteriormente el andlisis de muestras de DNA de linajes que
heredaban dominantemente la EA permitieron identificar por lo menos cinco
mutaciones de APP (Hardy, 1997). Los genes de la presenilina 1 y 2 son otros
dos genes claramente relacionados con la EA (Serrington et al., 1995);
mutaciones en estos genes, causan la forma mas agresiva de la enfermedad, la
cual aparece entre los 40 y 50 afios y raramente a edades mas tempranas
(Selkoe y Schenk, 2003). Las mutaciones presentes en los genes de ambas
presenilinas provocan un incremento en la produccion del péptido AB de 42

aminoacidos (ABi-42) (Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad., et al 1995).

Otro factor genético de predisposicion a la enfermedad, es la proteina
transportadora de colesterol, la apoliproteina E (apoE), la cual presenta 3 alelos
(e2, €3, €4) que codifican para tres diferentes isoformas de la proteina
(Strittmatter et al., 1993). Algunos estudios genéticos han demostrado que la
herencia de uno de los dos alelos €4 aumenta, de 2 a 5 veces, la probabilidad
de desarrollar EA en etapas tempranas de la vida de una persona y la herencia
de los dos alelos incrementa entre 4 y 10 veces mas el riesgo de presentar la
enfermedad (Hahley y Wall, 2000). EI mecanismo por el cual el alelo &4
promueve el desarrollo de la enfermedad no es muy claro, pero existe evidencia
gue éste incrementa la agregacion y reduce la eliminacion de Ap (Mattson,
2004). En 1997, Pericak y colaboradores realizaron un tamizaje genémico de
familias con la EA mayores a los 60 afios de edad, en este trabajo, los autores
proponen al cromosoma 12 como portador de un nuevo gen de susceptibilidad
para la EA (Pericak-Vance et al., 1997). En el 2003, Ono y colaboradores,
mapearon en este mismo cromosoma al gen a/iZ, el cual codifica para una
proteina transmembranal involucrada en la supervivencia de las neuronas
granulares cerebelares, estos autores sugieren que mutaciones en el gen a/il

pueden estar involucradas en la EA (Ono et al., 2003).



Otro locus de predisposicion para presentar la EA ha sido localizado en el
cromosoma 10, pero el gen responsable, en la actualidad no ha sido establecido

(Tanzi y Bertram, 2001).

7. Factores de riesgo

El principal factor de riesgo para desarrollar la enfermedad es la edad, pero
diversos estudios epidemiol6égicos sugieren que un nivel de educacion bajo,
historial de lesiones en la cabeza, dietas con un consumo alto de grasas y
calorias, asi como un estilo de vida sedentario, pede incrementar
considerablemente el riesgo de presentar la enfermedad (Mayeux, 2003;
Mattson, 2003). En un estudio realizado en el 2004 por Lee y colaboradores
observaron que cuando mantenian a ratones en un ambiente cognitivamente
estimulante o con un régimen de restriccion caldrica, las neuronas del
hipocampo son mas resistentes a la muerte y presentan un incremento en la
neurogénesis (Lee et al., 2002). También se ha reportado que las dietas que
incluyen lipidos y metales como el cobre y hierro son un factor de riesgo para
presentar la EA (Mayeux, 2003; Bush et al., 2003).

8. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo, es decir, la produccion desmedida de especies reactivas de
oxigeno y el deterioro del metabolismo energético de cierto tipo de neuronas
son caracteristicas de varias enfermedades neurodegenerativas. Las neuronas
de pacientes con la enfermedad de Alzheimer presentan cantidades
anormalmente altas de proteinas, lipidos y ADN oxidados, dicho dafio molecular
mediado por la presencia de radicales libres es particularmente mayor en un

ambiente con placas y marafas neurofibrilares.



Se ha propuesto que la principal fuente de estrés oxidativo en la EA es la
interaccion de AP con diferentes metales, principalmente Fe?" y Cu™ (Smith et
al., 1997; Bush et al., 2003), se ha documentado que durante la agregacion de
AB hay un amento en la produccion de peroxido de hidrogeno y dicho proceso
es potenciado por la presencia de Fe?* y Cu* (Morgan et al., 2000). El 4-
hidroxinonenal, producto de la peroxidacion de lipidos de las membranas causa
alteraciones en los transportadores de de glutamato y de glucosa asi como de
las proteinas de union a GTP, este desbalance en la homeostasis celular hace

mas vulnerables a las neuronas al dafio excitotoxico (Mattson, 2004).

Por otro lado se ha demostrado que existen alteraciones en el metabolismo
energético de pacientes con la EA. Se ha reportado un decremento importante
en la actividad de la citocromo c oxidasa, piruvato deshidrogenasa y o-

cetoglutarato (Blass, 2001).

9. Alteraciones en la homeostasis de calcio

Hoy en dia es bien conocido que el i6n de calcio desempefia un papel muy
importante en los procesos de aprendizaje y memoria, asi como en la
supervivencia y muerte de las neuronas. Un aspecto de la patogénesis de la EA,
que parece estar intimamente involucrado en la disfuncion y muerte de las
neuronas es la incapacidad, por parte de estas, de regular la homeostasis de
calcio (Gabuzda et al., 1994). El péptido AB puede alterar la homeostasis de
calcio por medio de la induccion de estrés oxidativo, el cual, altera el
funcionamiento de las bombas de calcio localizadas en la superficie de la
membrana de las neuronas, lo cual tiene como resultado un aumento en el
influjo de calcio a través de canales dependientes de voltaje y receptores
ionotropicos de glutamato (Mattson, 2004), otras investigaciones sugieren que
AB promueve el influjo de calcio a través de la formacién de poros en la
membrana o por medio de la activacion de receptores de la superficie celular
(Le et al., 2001; Mattson y Chan, 2003).



10. Acercamientos terapéuticos

La produccion de especies neurotoxicas de AP a partir del procesamiento de
APP parece ser un evento muy importante en la patologia de la EA, por este
motivo existe gran interés en desarrollar medicamentos para bloquear la
actividad de la B y la y secretasas. Se han desarrollado varios inhibidores
especificos de la y-secretasa los cuales reducen la produccion de AB (Dewachter
y Van Leuven, 2002), pero su uso en humanos puede ser limitado debido a que
la y secretasa tiene otros sustratos, uno de ellos es Notch, el cual esta
involucrado en mecanismos de sefializacion nuclear, por otro lado, los
inhibidores de la B secretasa pueden reducir la produccion de A, sin efectos
secundarios de consideracién (John et al., 2003). Otro intento para reducir la
acumulacion de AB en el cerebro es el tratamiento con queladores de de cobre

y hierro (Ritchie et al 2003; Bush et al., 2003).

Otro acercamiento terapéutico utilizado para la prevencion y el tratamiento de
la EA es la estimulacién del sistema inmune para remover a Ap del cerebro. En
un inicio, se reportd que la inmunizacién con APi.4; asi como la inmunizacion
pasiva con anticuerpos anti-AB, producia una disminucion significativa en el
namero de placas en cerebros de ratones transgénicos con mutaciones en APP
(Schenk et al., 1999; McLaurin et al., 2002). Posteriormente se reportdé que
este tipo de terapias pueden reducir considerablemente los déficits en la
memoria de los ratones (Morgan et al., 2000; Kotilinek et al., 2002). A pesar de
la evidente efectividad de la inmunizaciébn contra AP, se han observado
reacciones adversas en algunos pacientes, por lo que los métodos de

inmunizacion utilizados deben de ser modificados (Hock et al., 2003).



Recientemente, la tecnologia de phage display o despliegue en fagos, ha sido
utilizada como herramienta terapéutica para la construccion de bibliotecas
inmunes de fragmentos variables de cadena sencilla de inmunoglobulina (scFv)
(Manoutcharian et al., 2003; Manoutcharian., 2004), asi como la generacion de
anticuerpos anti-ABi-4> (Frenkel et al., 2004; Solomon, 2005), ambos enfoques
tienen como objetivo prever la formacion de agregados de AP asi como la
disolucion de los depositos en el cerebro. Otro uso importante que se le ha
dado a la técnica de phage display es la de identificar proteinas que se unan
especificamente a AB, esto con la finalidad de dirigir agentes que prevengan la
formacion de placas; dichos agentes también pueden ser utilizados como
herramientas de diagnéstico permitiendo la cuantificacion de placas en
pacientes con la EA (Kang et al., 2003; Wiesehan et al., 2003), este tipo de
péptidos representan nuevas moléculas acarreadoras de farmacos en pacientes

con la enfermedad asi como para la visualizacion de las placas en el cerebro.

11. Phage display.

La busqueda e identificacibn de moléculas de interés bioldgico ha tenido un
avance notable desde la aparicion de la tecnologia conocida como Phage

Display.

El método de expresar péptidos en fagos fue descrito inicialmente por Smith en
1985 y desde entonces ha sido utilizada en diversos estudios. La expresion de
diferentes tipos de bibliotecas ha sido utilizada para el estudio de interacciones
de distinta naturaleza como son las antigeno-anticuerpo (Scott y Smith, 1990),
proteina-proteina (Lowman et al., 1991), ligando-receptor (Lowman y Wells,
1993), DNA-proteina (Choo y Klung, 1994) y sustrato-enzima (Soumillion et al.,
1994).



La técnica de Phage Display consiste en la expresion de péptidos o proteinas,
fusionadas a algunas de las proteinas de la cubierta de fagos fliamentosos (Ff)
mientras que el DNA del fago contiene el gen que codifica para esta proteina o
péptido (Scott y Smith 1990). Dicha fusion aunada a la relativa sencillez de
manipulacion /n vitro e in vivo de los fagos, permite la generacion de moléculas
ligando con altas afinidades de wuniébn desplegadas en los fagos en
relativamente poco tiempo (2 o 3 semanas). El Ff mas usado es el M13, pero se

han utilizado otros fagos, como lo es el fago A.

En general, los fagos filamentosos miden aproximadamente 6.5 nm de diametro
y 930 nm de longitud y el 87% de la masa total de la particula de fago es
proteina. El genoma esta constituido por una molécula de DNA de cadena
sencilla covalentemente cerrada de aproximadamente 6, 400 nucledtidos. El
DNA se encuentra empaquetado en un cilindro proteico del cual se pueden
identificar varios tipos de proteinas. La proteina pVIIl (pVIIIl) es la principal
proteina de la capside con 2, 700 copias por particula de fago, las proteinas VII
y IX (pVIl y plIX) con cinco copias en uno de los extremos del fago y por ultimo
las proteinas 111y IV (plll y plV) con 4 o 5 copias en el otro extremo del fago
(Figura 4). Todas las proteinas de cubierta del fago filamentoso pueden ser
fusionadas a péptidos o proteinas ajenas al fago. Generalmente, para la
expresion de estas moléculas se recurre, ya sea a la proteina Ill, o bien a la
proteina VIIlI (Bhardwaj et al., 1995). Por lo regular, la expresién de los
péptidos o proteinas en los fagos, se lleva a cabo como fusiones N-terminal en

las proteinas de la cubierta del fago.

Debido a que el DNA puede ser clonado en el gen codificante de alguna
proteina de la cubierta en el genoma del fago, pueden existir problemas
técnicos; asi, la infectividad del fago puede verse afectada si grandes insertos
estan presentes en todas las copias de plll, o inestabilidad del fago si grandes
proteinas son expresadas en pVIll, para evitar esto, se utilizan fagémidos

producen fagos hibridos (Barbas et al., 2001).



Estos fagos expresan sobre su superficie proteinas silvestres y proteinas
fusionadas (hasta una proteina en plll y 10-30 % de las proteinas de pVIII).
Los fagos hibridos pueden ser también obtenidos al usar genomas de fagos
modificados que contengan dos copias del gen codificante de la proteina de
cubierta, uno proporcionando la proteina silvestre y el otro la proteina

recombinante (Smith y Petrenko, 1997).
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Figura 4. Estructura de fago filamentosos con sus principales proteinas de la capside

El ciclo de replicacion del fago comienza cuando el virus infecta a bacterias E£.
coli. La infeccién se lleva a cabo por medio del reconocimiento del p/lli de las
células macho (F*) mediante el dominio N-terminal de la proteina plll. Después
de la retraccion del pilli y la penetracion del genoma viral a través de la
membrana bacterial, la bacteria se encarga de replicar y traducir su genoma asi
como el del fago. El ensamblaje de los fagos toma lugar en la membrana

citoplasmatica con ayuda de las proteinas pl y plV.



Durante el proceso de infeccion de los Ff, a diferencia de los fagos liticos, no
lisan a sus hospederos. Esto representa una gran ventaja, ya que facilita los
procesos de obtencion y purificacion de las particulas virales. Se sabe que hay
una generacion de cerca de 1000 particulas de fago producidas durante la
primera generacion después de la infeccibn y cerca de 100 a 300 fagos son
producidos durante cada una de las siguientes generaciones. Este proceso se
repite durante varias generaciones, resultando en titulos de 10 hasta 10

fagos por ml de medio de cultivo (Russel, 1994).

Un punto clave de esta metodologia es la bioseleccion o biopanning, durante la
cual se prueba la afinidad de unién de los fagos hacia moléculas blanco, por lo
general, este proceso es realizado de tres a cuatro veces (rondas) para
asegurar y mejorar la especificidad de las clonas de los fagos seleccionados

desde la primera ronda y asi, enriquecer la poblacion de fagos especificos.

11.1 Tipos de bibliotecas obtenidas por phage display

11.1.1 Bibliotecas de péptidos

En este tipo de bibliotecas se incluyen a un gran numero de péptidos cuyas
secuencias han sido generadas al azar; la clonacion de estos se realiza por
medio de oligonucledtidos sintéticos con codones inespecificos con el fin de
variar los residuos de aminoécidos en cada posicion (Smith, 1993). Los péptidos
se encuentran fusionados a la region N-terminal de cualquiera de las proteinas
de la capside. Generalmente el tamafio de los péptidos es pequefio y puede ir

desde 6 hasta 38 aminoacidos.



La estructura de los péptidos desplegados en la superficie de los fagos es lineal,
pero también existen aquellos con estructuras secundarias. Este tipo de
bibliotecas sirven para la identificacion de de epitopos/mimotopos reconocidos
por anticuerpos o para la identificacion de secuencias lineales minimas que se
unan a otras moléculas blanco como receptores de superficie celular, receptores

citosolicos, proteinas intra y extracelulares, DNA, etc.

Las bibliotecas de péptidos han surgido recientemente como una estrategia
alternativa de investigacion con numerosas aplicaciones, incluyendo el mapeo
de epitopos lineales o conformacionales (Zhang et al., 1997; Gevorkian et al.,
1998; Manoutcharian et al.,, 1999; Cortese et al., 1996; Germaschewsk vy
Murray, 1996; Iiiguez et al., 1998; Ferrer y Harrison,1999; Dybwad et al 1995),
incluso de origen no peptidico, con capacidad de generar anticuerpos
neutralizantes (Dybwad et al 1995) para el desarrollo de métodos de

diagnostico y de vacunas (Delmastro et al., 1997; Balass et al., 1993).

11.1.2 Bibliotecas genémicas y de ADNc

Consisten en la clonacion y expresion de fragmentos de DNA tanto gendmico
como de ADNc que codifiquen para proteinas completas o solo ciertos dominios
de estas (Djojonegoro et al., 1994). En la mayoria de los casos, estas proteinas
0 sus dominios mantienen su actividad de union normal. La expresion de DNA
gendémico derivado de patdgenos ha llegado a ser una fuente importante para
la identificacion de genes codificantes para proteinas u otros dominios
implicados en patogénesis e interacciones huésped-hospedero y para aislar
antigenos con propiedades diagnosticas o de vacuna. Las bibliotecas de DNA
gendmico fueron exitosamente usadas para aislar dominios/proteinas de
ligandos receptores procariéticos (Palzkill et al., 1996; Jonsson et al., 2004;
Williams et al., 2002) asi como para identificar antigenos de organismos mas
complejos como Saccharomyces cerevisae (Hartvedt et al., 2003) y 7oxoplasma
gondii (Robben et al 2003).



Debido a que las proteinas median esencialmente todos los procesos biolégicos
a través de interacciones con otras proteinas o moléculas no proteicas, la
identificacion de los genes codificantes para estas moléculas de bibliotecas que
expresen ADNc es un importante paso al entendimiento de los mecanismos
implicados en la patogénesis de muchas enfermedades. Con las bibliotecas que
expresan ADNc en fagos se han expresado dominios funcionales de proteinas
como enzimas, hormonas y moléculas de union a DNA, RNA u otro ligando
(Manoutcharian et al., 2001; Rhyner et al., 2002; Benhar 2001). La mayoria de
estos sistemas fusionan directamente los polipéptidos a la region N-terminal de

las proteinas plll y pVIII de la cubierta del fago.

11.1.3 Bibliotecas de anticuerpos

Se producen a través de la clonacibn de fragmentos de genes de
inmunoglobulinas (Ig) en algun vector de expresion de fagos filamentosos.
Durante la pasada década, han sido construidas bibliotecas que expresaban
fragmentos de anticuerpos (Fab y scFv) usando diversos vectores de expresion
en fagos y fagémidos, la amplificacion por PCR y la clonacion de genes de Ig

(Manoutcharian, 2001; Backsai et al., 2002).

Existen tres principales tipos de bibliotecas de anticuerpos: las inmunes, las no
inmunes y las sintéticas, dependiendo de la fuente de los genes de Ig de regién
variable (VH y VL) usadas para la construccion de las bibliotecas. Con la
aplicacion de las bibliotecas de anticuerpos se pueden identificar sitios
especificos de union para terapia y diagnostico en humanos, receptores
agonistas y antagonistas e inhibicion de enzimas, asi como marcadores

especificos de células y tejidos (Smothers et al., 2002).



La incorporacion del Phage Display hacia las aplicaciones funcionales de la
proteomica y la genOmica seguramente resultara en nuevos conceptos y
estrategias en le campo de la investigacion biomédica y la biotecnologia

farmacedtica.

OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar proteinas que reconocen especificamente APi.s; a partir de una
biblioteca de ADNc de cerebro de paciente con la enfermedad de Alzheimer

expresada en superficie de fago filamentoso M13.

Objetivos particulares

i) Clonacion de la biblioteca de ADNc de paciente con la enfermedad de
Alzheimer en un vector de M13 para su expresion en baja copia en

superficie de fago filamentoso.

i) Seleccibn de fagos filamentosos que reconocen especificamente al
péptido AB mediante bioseleccion con el uso del péptido AB normal y

biotinilado.

iii) Caracterizacion de las clonas seleccionadas mediante secuenciacion de
DNA de los insertos, deduccion de secuencias de aminoacidos y buasqueda

en bases de datos electrénicos.



MATERIAL Y METODOS

e Construccioén de la biblioteca de ADNc de cerebro de paciente

con la enfermedad de Alzheimer

Para expresar la biblioteca de ADNc de cerebro de paciente (sexo masculino, 60
afos de edad) con la enfermedad de Alzheimer (T7Select, Novagen, Germany)
en superficie de fago filamentoso M13 se disefiaron primers en base de la
secuencia de DNA del vector T7, para la adicién de los sitios de restriccion Sfi |

(5SFT7: TCATATGCTCGGCCCAGCCGGCCATGCTCGGGGATCCGAATTC) vy Not |1

(3BT7: AATCTTAGTCTAGATCTTTACTCGAGTGCGGCCGCAAGCTT) y
amplificacion del ADNc por medio de PCR en un termociclador Gene Cycler (Bio-
Rad) (94 °C, 1 min; 58 °C, 1 min; 70 °C, 1.5 min; por 30 ciclos).
Aproximadamente 2 pg de los productos de PCR fueron purificados por medio
de kit (Concert Rapid PCR purification System. Life Technologies). Una vez
afadidos los sitios de restriccion, el DNA fue digerido con las enzimas Sfi | y
Not | (New England Bio Labs) y purificado por medio de columna.
Posteriormente, el DNA digerido se ligé con 1ug del DNA del vector fagémido
pCANTAB 5 E (Amersham Biosciences) digerido con las mismas enzimas,
usando T4 ligasa, para su expresion en la proteina 3 (p3) del fago M13. Una
vez realizada la ligacion de DNA del vector con los ADNc”s, se purificO con

columna.



Se realizaron 29 electroporaciones, con 1 uL de la construccion para cada
transformacion, en 45 uL de células electrocompetentes de E. coli TGl
(preparadas mediante el protocolo modificado de Sambrook y Russell, 2001)
utilizando Gene Pulser Il System (Bio-Rad Laboratorios Inc., USA) (2.5 uFy 2.5
volts). Se utiliz6 1 ml de medio 2X YT por cada 2 reacciones de elctroporacion
y se juntaron en un matraz de 250 ml para su rescate. Dicho medio se crecio

durante 2 hrs a 37 °C en agitacion (250 rpm) con carbenicilina (50 pg/ml).

De este cultivo se tomaron 700 pL y se colocaron en un tubo eppendorf al cual
se le agregaron 300 pL de glicerol estéril para su posterior almacenamiento a -
70 °C. La complejidad de la biblioteca se determind mediante el conteo de

colonias en cajas LB-Amp.

Posteriormente se tomaron otros 2 ml de cultivo y se llevaron a 10 ml de medio
2X YT mas 12 pL de carbenicilina (50 pg/ml), se dejo crecer durante 2 hrs a 37
°C en agitacién (250 rpm). Transcurrido este tiempo se agregaron 10 pL de
fago helper M13KO7 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por cada ml de medio, se
dej6 incubar a 37 °C durante 30 min sin agitacion y posteriormente a 37 °C con
agitacion. El siguiente paso fue llevar a un volumen de 40 ml de medio 2X YT
con 40 pL de carbenicilina y kanamicina (50 pg/ml). Este cultivo se dejé crecer

durante toda la noche a 37 °C y 250 rpm.



Al siguiente dia, este cultivo se distribuydé en dos tubos de policarbonato los
cuales se centrifugaron a 8, 000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se paso a 2 tubos nuevos, afiadiendo una 1/5 parte de PEG/NaCl
(20% (w/v) polietilenglicol-8000, 2.5 M NaCl) y se dejo 2 hrs a 4 °C.
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 8, 000 rpm durante 20 min a 4 °C.
Se desecho el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1 ml de TBS
(50 mM Tris-HCI (pH 7.5) 150 NacCl), el resuspendido se pas6 a tubos
eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron a 14, 000 rpm. El sobrenadante se
paso a tubos limpios y se agrego la 1/5 parte de PEG/NaCl, los cuales se
dejaron durante 1 hr a 4 °C. Después de transcurrido este tiempo se
centrifugaron a 14, 000 rpm durante 5 min, se desecho el sobrenadante y el

precipitado se resuspendio en 400 pL de TBS.

e Seleccion de clonas positivas contra el péptido ABi-a

biotinilado por medio de la técnica de bioseleccion.

Para el ensayo de bioseleccién se preincubaron los fagos (10* fagos/ml) con
ABi-42 en forma biotinilada (2 pg/pozo) y PBS-BSA 0.1% a 4°C durante toda la
noche. Posteriormente el preincubado se depositd en placas Strepra well con
estreptavidina (Boehringer Manheim, Germany) en un volumen de 100 uL/pozo,
una vez realizado esto, se incubd la placa 15 min a 37°C y posteriormente 2 hrs

a temperatura ambiente.



Se lavd la placa 10 veces con PBS-Tween 0.2% vy los fagos que quedaron
adheridos a la placa fueron eluidos con 100 pL de glicina-HCI (0.2 M, pH 2.2) en
cada pozo. El eluido fue colectado y neutralizado con Tris-HCI (1 M, pH 9.1).
Los fagos eluidos fueron sembrados en placas LB-Amp. Se seleccionaron 12
colonias individuales en la segunda ronda de bioseleccion, las cuales fueron
rescatadas/amplificadas utilizando fago helper M13KO7 y sometidas a tamizaje

por ELISA.

e Tamizaje por ELISA de las clonas obtenidas en la segunda

ronda de bioseleccion.

Para determinar las clonas que estaban uniéndose a ABi.s2 se utilizo el ensayo
de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Asssay), con el péptido pegado a la
placa de ELISA, la cual se sensibilizo con el péptido ABi.42 (0.2 pg/pozo) y el
péptido PAF-3 (Peroxisome assembly factor 3, péptido no relacionado: 0.5

Hg/pozo) y se dejo incubando toda la noche a 4 °C.

Al siguiente dia la placa se lavo 4 veces con PBS-Tween 0.2% y se bloque6 con
200 pL PBS-BSA 2% durante 1 hr a 37°C. Nuevamente se lavo la placa 4 veces

con PBS-Tween 0.2%.



Los fagos fueron diluidos en PBS-BSA 1% Tween 0.01% para obtener una
concentracion final de 10° fagos por pL (10'* fagos/pozo). Los fagos fueron
agregados en los pozos correspondientes y se dejo incubar durante 4 hrs a 4°C.
Como control positivo se utilizé suero anti-Ap de raton en una dilucion 1:4000 y
como control negativo al fago M13 silvestre (10° fagos/ml). Después de esto la

placa se lavdé nuevamente con PBS-Tween 0.2%.

Para revelar, se utilizd6 Anti-IgG de ratén (Dil: 1:500) para los pozos que
contenia el suero Anti-Ap de ratdn, para los pozos que contenian los fagos se
utiliz6 un conjugado monoclonal HRP/anti-M13 (Dilucion 1:3000). Se dejo
incubar durante 1 hr a 37°C para posteriormente lavar 4 veces con PBS-Tween
0.2%. Por ultimo, se agregaron 100 pL /pozo de ABTS (Zymed) y se leyo en
intervalos de 10 min en un lector de placas de ELISA (DYNEX Technologies) a

una longitud de onda de 405 nm.

e Secuenciacion del DNA de las clonas positivas.

El DNA de las clonas positivas en el ensayo de tamizaje por ELISA fueron
purificados por medio de mini-prep (Qiagen) y se secuenciaron utilizando ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems) y primers para el vector fagémido pCANTAB

SE.



El DNA y las secuencias de aminoacidos se analizaron por medio de busquedas
en la base de datos ExPASY (http://www.expasy.ch/tools/) y BLAST

(http://www.ncbi.nim.mih.gov/igblast).

e Mapeo de reactividad de la clona positiva obtenida en la

segunda ronda de bioseleccion contra el péptido AB.

Para determinar la region especifica de union de la clona con el péptido AB, se
disefio un formato de ELISA en el cual los pozos de la placa fueron
sensibilizados con varios fragmentos del péptido: ABi-42, ABi-16, AB12-28, AP17-42,
AB2s.35 (0.2 pg/pozo), y PAF-3 (0.5 pg/pozo) como péptido no relacionado. La
placa se dejo incubando toda la noche a 4 °C. Posteriormente se lavo 4 veces
con PBS-Tween 0.2% y se bloque6 con 200 pL PBS-BSA 2% durante 1 hr a

37°C. Nuevamente se lavo 4 veces con PBS-Tween 0.2%.

Los fagos fueron diluidos en PBS-BSA 1% Tween 0.01% para obtener una
concentracion final de 10° fagos por pL (10! fagos/pozo). Los fagos fueron
agregados en los pozos correspondientes y se dejo incubar durante 4 hrs a 4

°C.



Como control positivo de fago se utilizé la clona b4.4 (10° fagos/ml), la cual fue
obtenida a partir de una biblioteca no inmune de humano de fragmentos
variables de cadena sencilla de inmunoglobulina (scFv) y que reconoce un
epitopo dentro de los primeros 28 aminoacidos de ABi-42 (Manoutcharian et al.,
2004). Como control negativo se utilizd el fago M13 silvestre (10°

fagos/ml).Después de esto se lavo la placa con PBS-Tween 0.2%.

Para revelar la placa se utiliz6 un conjugado monoclonal HRP/anti-M13 (Dilucién
1:3000). Se dejo incubar durante 1 hr a 37°C para posteriormente lavar 4 veces
con PBS-Tween 0.2%. Por ultimo, se agregaron 100 uL/pozo de ABTS (Zymed)
y se ley6 en intervalos de 10 min en un lector de placas de ELISA (DYNEX

Technologies) a una longitud de onda de 405 nm.

e ELISA de competencia

Para el ELISA de competencia se sensibilizd la placa con el péptido no
relacionado PAF-3 y ABi42 Yy se dejo incubando toda la noche a 4 °C.
Posteriormente se prepararon los péptidos competidores a tres concentraciones
distintas (0.4, 0.8 y 1.6 pg/pozo) diluidos en PBS-BSA 1% Tween 0.1%. Dichos
péptidos se dejaron incubar toda la noche a 4°C en agitacion con la clona
reactiva al péptido AB (concentracién final de 108 fagos por pL). Al siguiente dia
se lavo la placa 4 veces con PBS-BSA 0.2% y se bloqued con 200 pL/pozo de

PBS-BSA 2% durante 1 hr a 37 °C.



Posteriormente se agregaron los péptidos competidores con el fago en los
pozos correspondientes y se dejo incubar durante 4 hrs a 4 °C. Transcurrido
este tiempo se dejo la placa 30 min a temperatura ambiente para
posteriormente lavarla 4 veces con PBS-Tween 0.2%. Para revelar, se utiizé la

misma metodologia descrita anteriormente.

e Clonacion del inserto proveniente de la clona MAPJ en el

vector pGEX-4T-1

Para la clonacion del inserto proveniente de la clona MAPJ en el vector pGEX-
4T-1 se disefiaron primers para la adicion de los sitios de restriccion Sma |
(MAPJ1.5: GATTCTCCCGGGTAGCGTAAAAACAGAGACCAAA) y Xho | (MAPJ2.3:
AGAATAGACTCGAGTGAAAGCTTCTTAATTTCTTTT) y amplificacion del
fragmento de DNA por medio de PCR (94 °C, 1 min; 62 °C, 1 min; 70 °C, 1 min
por 30 ciclos). La digestién de los DNAs y del vector, asi como su ligacion se

realizaron como se menciona arriba.



¢ Inmunolocalizacién de ABi-42 Yy MAP1B

Para este experimento, previamente se diferenciaron células de neuroblastoma
SH-SY5Y con é&cido retinoico, para obtener neuronas diferenciadas y determinar
la localizacion intracelular de ABi.s2 y MAP1B. Las células fueron pre-incubadas

con AB:-42 @ una concentracion de 200 nM.

Las neuronas fueron lavadas en PBS 1X a 37 °C para remover cualquier rastro
de medio de cultivo. Posteriormente las muestras fueron fijadas con
formaldehido tibio (37 °C) al 3.7 % y se incubaron 10 minutos a temperatura

ambiente. Se enjuagaron las células 4 veces con PBS.

Las células fueron permeabilizadas en TRITON X-100 al 0.1% durante 15
minutos. De nuevo se lavaron 4 veces las células con PBS. Se aplicaron 4 gotas
(200 pL aproximadamente) del potenciador de sefial Image-iT 'Fx. Se dej6
incubando durante 30 min a temperatura ambiente y en humedad.

Posteriormente se lavd nuevamente con PBS 1X.

Se dejaron incubando las células con el anticuerpo primario diluido 1:100 con
PBS (MAP1B anti-raton y ABi.42 anti-conejo) durante toda la noche. Al siguiente
dia, las células fueron lavadas 2 veces con PBS 1X. A continuacion, se
incubaron las neuronas con el anticuerpo secundario (Alexa Fluor® 488 anti-
raton y Alexa Fluor® 555 anti-conejo) diluido 1:500 por 4 hrs. Nuevamente las

muestras fueron lavadas con PBS.



Una vez realizados los pasos anteriores, se procediéo a montar las muestras en
portaobjetos para su analisis en el microscopio de fluorescencia (Olympus

1X70).

RESULTADOS

Construccion de la biblioteca de ADNc de cerebro de paciente con

la enfermedad de Alzheimer expresada en fago filamentoso M13.

La preparacion de la biblioteca de ADNc de cerebro de un paciente con la
enfermedad de Alzheimer expresada en la superficie de fagos filamentosos

involucré 3 etapas:

1. Preparacion de los insertos de ADNc a partir de la biblioteca de ADNCc,
por medio de reacciones de PCR.

2. Clonacion de estos insertos en el vector de expresién fagémido pCANTAB
5 E, en donde se utilizaron los sitios de restriccion Sfi | y Not |

3. Expresion de la biblioteca en la superficie de particulas virales de fago

M13, el cual es capaz de infectar células de £. coli TG1.

Se calculé una diversidad de 3.1 x 10° fagos recombinantes para la biblioteca

de ADNCc expresada en fago filamentoso M13.



Bioseleccion de la biblioteca de ADNc de cerebro de paciente con la

enfermedad de Alzheimer.

Para identificar clonas reactivas al péptido ABi.s> en la biblioteca de ADNc de
cerebro de paciente con la enfermedad de Alzheimer, se realizaron 2 rondas de

bioseleccion con el péptido ABi-s2 en forma biotinilada (en solucién), (Tabla 2).

Tabla 2. Titulo de los fagos eluidos en cada una de las rondas de bioseleccién. En titulo
de entrada corresponde al titulo utilizado para la bioseleccion y el titulo de salida

corresponde al titulo obtenido en cada ronda de bioseleccion.

Ronda de )
) » Fagos de entrada Fagos de salida
bioseleccion
1 5.3 x 10*® 5 x 10*
2 4.9 x 10" 3.4x10°

Se seleccionaron al azar 12 clonas de la segunda ronda de bioseleccion, las
cuales fueron rescatadas/amplificadas utilizando fago helper M13KO7 y se
probd su reactividad al péptido ABi.4, de estas mediante un ensayo de tamizaje

por ELISA.



Tamizaje por ELISA de los fagos eluidos de la segunda ronda de

bioseleccioén.

Por medio del tamizaje por ELISA se identificaron a aquellas clonas reactivas al
péptido ABi.s> a partir de las clonas obtenidas en la segunda ronda de
bioseleccién (Grafica 1). Todas la clonas fueron diluidas para obtener una
concentracion final de 10° fagos/pL. Como control positivo se utilizd un suero
anti-Ap de raton en una dilucién 1:4000 y como control negativo al fago M13

silvestre a una concentracién de 10%/pL.
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Gréfica 1. Tamizaje por ELISA con el péptido ABi4> Y PAF-3 (peroxisome assembly
factor 3, péptido no relacionado) ambos fijos en la placa y las 12 clonas provenientes
de la segunda ronda de bioseleccién. Blanco (Bco), suero anti- Ap de ratén (S+), M13

(fago silvestre).



Se seleccionaron como positivas las clonas 1 (C1), 8 (C8) y 9 (C9), todas ellas
provenientes de la segunda ronda de bioseleccion. Se realiz6 un analisis de PCR
de las tres clonas positivas para comprobar que la reactividad de las éstas hacia
ABi.42 se debiera a la expresion del inserto en el fago. Las tres clonas

presentaron insertos de 600 pb (Figura 5).

Figura 5. Analisis de PCR de las clonas positivas provenientes de la segunda ronda de
bioseleccion. Gel de TBE-agarosa al 0.8% con tincibn de bromuro de etidio y

visualizado en luz UV.

Secuenciacion de las clonas reactivas

Se analizaron las secuencias de nucleétidos de las tres clonas reactivas (C1, C8
y C9) a AP1-42. La secuencia de aminoacidos se dedujo a partir de la secuencia
de nucleotidos de cada una de las clonas (Tabla 3). Al realizar un alineamiento
de las secuencias de las tres clonas, con el programa de computo DNAstar, se

encontrd que dichas secuencias eran idénticas en un 100%.



Tabla 3. Secuencia de nucledtidos de las clonas C1, C8 y C9 obtenidas en la segunda

ronda de bioseleccion.

Clona

Secuencia de nucledtidos

Secuencia de aminoacidos

Cl, C8 vy
co

ATGCTCGGGGATCGAATTCAA
GCGTAAAAACAGAGACCAAAC
CTTCAGTGACTGAAAAGGAG
GTTCCCAGCAAAGAAGAGCCA
TCTCCAGTGAAAGCCGAGGT
GGCTGAGAAGCAAGCCACAG
ATGTCAAACCCAAAGCTGCCA
AGGAGAAGACGGTGAAAAAG
GAAACAAAGGTAAAGCCTGAA
GACAAGAAAGAGGAGAAAGA
AAAGCCAAAGAAAGAAGTGG
CTAAAAAGGAGGACAAAACAC
CTATCAAGAAGGAGGAAAAAC
CAAAAAAGGAAGAGGTGAAA
AAAGAAGTCAAAAAAGAGATC
AAGAAAGAAGAGAAAAAAGAA
CCCAAGAAAGAGGTTAAGAAA
GAAACACCGCCAAAGGAAGTC
AAGAAGGAAGTTAAGAAGGA
AGAGAAGAAGGAAGTGAAAA
AGGAAGAAAAGGAACCCAAAA
AAGAAATTAAGAAGCTTT

VKTETKPSVTEKEVPSKEEPSPVKAE
VAEKQATDVKPKAAKEKTVKKETKV
KPEDKKEEKEKPKKEVAKKEDKTPIK
KEEKPKKEEVKKEVKKEIKKEEKKEP
KKEVKKETPPKEVKKEVKKEEKKEVK
KEEKEPKKEIKKL




Se realizé un analisis tanto de las secuencias de nucleétidos como de los
aminoacidos en bases de datos como ExPASy y BLAST. El resultado de la
busqueda fue que la secuencia de las clonas positivas corresponde a la
proteina de asociacion a microtubulos MAP1B. Como las tres clonas resultaron

ser la misma, se decidi6 nombrarla MAPJ.

Posteriormente se realizd un alineamiento de la secuencia original de MAP1B
con la secuencia de la clona MAPJ y se observé que existe un 100% de

homologia entre ambas (Figura 6).

SRESLKPAAKPLPSKSVRKESKEET PEVTKVNHVEKPPKVESKEKVMVKKDKSVKTETKE

550 560 570 580 590 600
MAP. PR — — — e SVKTETKP 14
MAP1E. PR{ SRES LKPARKFPLPSKSVRKESKEET PEVTKVNHVEKPPKVESKEKVMVKKDKPVETETKE 600

SVTEKEVEPSKEEPSPVEAEVAEKQATDVEPKAAKEKTVEKETKVEPEDEKEEKEKPKKEY
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MAP), PROSVTEKEVESKEEPSPVKAEVAEKQATDVKPKARKEKTVKKETKVKPEDKKEEKEKPKKEV 74
MAP1B. PR(SVTEKEVPSKEEPSPVKAEVAEKQATDVKPKAAKEKTVKKETKVKPEDKKEEKEKPKKEV 660

AKKEDKTPIKKEEKPKKEEVKKEVKKEIKKEEKKE PKKEVKKETP PKEVKKEVKKEEKKE
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MAP1B. PR(AKKEDKTPIKKEEKPKKEEVKKEVKKEIKKEEKKEPKKEVKKETPPKEVKKEVKKEEKKE 7

120
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Figura 6. Alineacion de la clona positiva MAPJ y MAP1B. El color rojo representa el
100% de coincidencia entre las dos secuencias de aminoacidos. DNASTAR, Clustal

method.

Al analizar mas detalladamente la secuencia de la clona MAPJ en bases de
datos electronicos (www.expasy.ch/sprot/ y www.hprd.org), se encontré que
dicha secuencia corresponde al sitio de interaccién de la proteina MAP1B con
los microtibulos. Los resultados anteriores sugieren un nuevo tipo de

interaccion Ap-proteina en neuronas de pacientes con la EA. (Tabla 4).



Tabla 4. Correspondencia entre las secuencias del dominio de unién a microtabulos de
la proteina MAP1B de humano y la secuencia de la clona MAPJ obtenida en la segunda
ronda de bioseleccion. Los aminoacidos subrayados y en rojo corresponden a aquellos

que son idénticos entre ambas secuencias.

Dominio de unién a microtubulos de la Secuencia de la clona
proteina MAP1B de humano (Swiss-Prot MAPJ
entry: P46821)

KKDKPVKTETKPSVTEKEVPSKEEPSPVKAEV | VKTETKPSVTEKEVPSKEEP
AEKQOATDVKPKAAKEKTVKKETKVKPEDKKE | SPVKAEVAEKQATDVKPKA
EKEKPKKEVAKKEDKTPIKKEEKPKKEEVKKE | AKEKTVKKETKVKPEDKKE
VKKEIKKEEKKEPKKEVKKETPPKEVKKEVKK | EKEKPKKEVAKKEDKTPIK
EEKKEVKKEEKEPKKEIKKLPKDAKKSSTPLS | KEEKPKKEEVKKEVKKEIKK
EAKKPAALKPKVPKKEESVKKDSVAAGKPKE | EEKKEPKKEVKKETPPKEVK
KGKIKVIKKEGK KEVKKEEKKEVKKEEKEPK
KEITKKL

Con el objeto de identificar la preferencia de union de la clona MAPJ con algun
fragmento del péptido AB, se disefio un protocolo de ELISA en el cual se
utilizaron varios fragmentos del péptido: 1-42, 1-16, 12-28, 17-42, 8-42. De los
datos obtenidos en este experimento, se observdé que la clona MAPJ no
presento reactividad con ningun fragmento de AP, a excepcion de la forma
completa de 42 aminoacidos, lo anterior nos sugiere que posiblemente la clona
MAPJ este reconociendo una conformacion del péptido APi.s2 en vez de una

secuencia lineal. (Grafica 2).
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Gréfica 2. Mapeo de la clona MAPJ con los fragmentos del péptido Ap 1-42, 1-16, 12-
28, 17-42, 8-42 y PAF-3 (peroxisome assembly factor 3). Como control positivo de fago

se utiliz6 la clona b4.4 y como control negativo el fago M13 silvestre.

En otro intento por determinar la region del péptido AB con la cual esta
interactuando la clona MAPJ, se disefié un protocolo de ELISA de competencia,
para observar el efecto en la interaccién entre la clona MAPJ y el péptido AB en
presencia de posibles péptidos competidores (ABi-a2, APi-16, APiz-28, APi7-a2 Y

APs-42) a tres concentraciones distintas (0.4, 0.8 y 1.6 pg/pozo).

No se observé claramente que algun fragmento estuviera compitiendo por la
union entre MAPJ y ABi42, a excepcion del mismo Ai.s2. Dichos resultados
corroboran la idea anteriormente mencionada de que MAPJ esta reconociendo

una conformacion adoptada por AB en lugar de una secuencia lineal (Grafica 3).
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Grafica 3. ELISA de competencia. La placa fue sensibilizada con el péptido AB;4. Se
utilizaron varios fragmentos del péptido AB como péptidos competidores a tres
concentraciones distintas (0.4, 0.8 y 1.6 ug/pozo). Y al péptido PAF-3 como péptido

no relacionado.

Hoy en dia es bien conocido el hecho de que las formas oligoméricas de Af,
desempefian un papel patdgenico en la EA (Tanzi, 2005). Por esta razon se
realiz6 una prueba de ELISA, para determinar una posible interaccion entre la
clona MAPJ y las oligdbmeros del péptido. Los resultados de este experimentos
demostraron que la clona MAPJ solo interactia con las formas fibrilares de AB y

no con las formas oligoméricas (datos no mostrados).

Lo anterior sugiere, que la accion toxica de AB en las neuronas, se puede estar
llevando a cabo por diferentes estados de agregacion del péptido y no solo por
formas oligoméricas. En el presente estudio, se encontro que el la presencia de
AB dentro de las neuronas en forma de fibrillas, es capaz de interactuar con
proteinas de de asociacion a los microtubulos cuyo resultado puede estar

reflejandose en la patogenia de la enfermedad.



Una vez que se comprobd la unién entre la clona MAPJ y ABi.42, mediante la
técnica de ELISA, se procedi6 a comprobar si tanto la proteina MAP1B como
AB1.42, Se localizaban en las mismas regiones de las células neuronales. Para

esto se disefid un protocolo de inmunolocalizacion.

Se utilizaron anticuerpos primarios anti-MAP1B (raton) y anti- ABi-.42 (conejo).
Para el caso de la proteina MAP1B se utiliz6 como anticuerpo secundario un
anti-raton, el cual emite una sefial de color verde. En cuanto a ABi.s el
anticuerpo utilizado fue un anti-conejo asociado con un fluor6foro que emite

una sefal de color rojo (Figura 7).

Los resultados obtenidos en este experimento demuestran claramente que
tanto MAP1B como Ai.42 tienen la misma localizacién dentro de las neuronas.
Cabe sefnalar, que esta co-localizacion en ningdn momento sugiere la
interaccion entre las MAP1B y APi.42. No se observaron alteraciones evidentes

en la longitud e integridad de los axones por la accion de AB;-42.



Figura 7. Células neuronales en microscopia de contraste de fases (Olympus 1X70)
(esquina superior izquierda). Localizacion de la proteina MAP1B en cuerpo y axones de
neuronas (esquina superior derecha). Localizacién del péptido ABi.4> (esquina inferior
izquierda). Sobrelapamiento de AB;.4, y MAP1B (esquina inferior derecha). Microscopia
de fluorescencia (Olympus 1X70). Las imagenes fueron procesadas utilizando el

software Image- Pro-Plus. Todas las fotografias fueron tomadas con el objetivo 40x.

Un paso importante para corroborar la interaccion entre APis; Y MAP1B es
tener el fragmento de MAP1B libre de fago. Para esto, se clond el inserto
presente en el vector fagémido en el vector pGEX-4T-1, el cual es un vector de
expresion de proteinas en bacterias. Este sistema permite purificar la proteina
debido a esta sale fusionada a GST. Una vez realizada la clonacion, la
construccion fue transformada mediante electroparacion, de la cual se
seleccionaron cuatro colonias para comprobar mediante PCR le presencia del
inserto en el nuevo vector de expresion (Figura 8). De las cuatro colonias
seleccionadas, dos (Carril: 2 y 4) presentaron la construccion deseada.
Actualmente este y otros experimentos relacionados se estan realizando en el

laboratorio del Dr. Karen Manoutcharian y la Dra. Goar Gevorkian.
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Figura 8. Reacciones de PCR de colonia para comprobar la presencia del inserto
proveniente de la clona MAPJ en el vector de expresién pGEX-4T-1. Carril 1: Marcador
de 100 pb. Carril 2, 3, 4 y 5 colonias provenientes de la transformacion por
electroporacion. Gel de TBE-agarosa al 0.8% con tincion de bromuro de etidio y

visualizado en luz UV.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el presente estudio se seleccionaron péptidos que se unen al AB;.42 a partir
de una biblioteca de ADNc de cerebro de paciente con la enfermedad de

Alzheimer expresada en superficie de fago filamentoso M13.

A partir de las clonas obtenidas en la segunda ronda de bioseleccion, se
identificaron tres clonas que se une APi.s2 Segun los ensayos de tamizaje por
ELISA (Grafica 1). El alineamiento de las tres secuencias de nucleotidos
demostré que las tres clonas compartian la misma secuencia por lo que se

decidié nombrarla MAPJ.



Al analizar detalladamente las secuencias de nucle6tidos y de aminoacidos de
MAPJ con las bases de datos electrénicos EXPASY y BLAST se encontré que
dicha secuencia corresponde 100 % con la proteina de asociacion a

microtubulos MAP1B (Figura 6).

MAP1B pertenece a la familia de proteinas de asociacidbn a microtubulos
(MAP”s) de alto peso molecular junto con MAP1A y MAP2. MAP1B, también
conocida como MAPS5, fue originalmente identificada como una proteina de 320-
kD que fue co-purificada con los microtubulos del tejido cerebral de mamifero
(Greene et al., 1983). Esta proteina, es la primera MAP en ser expresada
durante el desarrollo del sistema nervioso. Sus niveles de expresion aumentan
considerablemente en organismos post-natales (Binder et al., 1984; Tucker
1989) para posteriormente disminuir en los adultos a excepcién de aquellas
regiones del cerebro que conservan altos niveles de crecimiento axonal y

plasticidad sinaptica (Schoenfeld et al., 1989; Tucker et al., 1989)

El papel que juega esta proteina es muy importante en la diferenciacion de las
neuronas, tanto del sistema nervioso central y periférico, debido a que participa
en formacién de los axones promoviendo el ensamblaje y dinamica de los
microtUbulos necesarios para que se lleve a cabo este proceso (Meixner et al.,

2000; Gonzélez-Billault et al., 2001).

MAP1B es una proteina altamente conservada con un 91 % de identidad entre
las secuencias de humano y de ratén. Entre las secuencias mas conservadas se
encuentras las regiones N y C-terminal. Los primeros 550 aminoacidos de
MAP1B de humano son 98 % idénticos a los de raton, mientras que los Gltimos

250 comparten un 95 % de similitud.



El ARNm de MAP1B es traducido para dar origen a una poliproteina, la cual es
procesada proteoliticamente. El resultado de este procesamiento es la
producciébn de una cadena pesada, proveniente de los primeros 2, 200
aminoacidos de la region N-terminal de la poliproteina, y una cadena ligera de
250 aminoacidos, originada de la region C-terminal (Hammarback et al., 1991)
(Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica de los diferentes dominios de MAP1B. La linea
en la parte superior representa el nimero de aminoacidos de la proteina completa asi
como cada una de las regiones. Las lineas obscuras ubicadas en la parte inferior se
ejemplifican cada una de las regiones por las que esta compuesta la poliproteina. Esta
es procesada proteoliticamente para dar origen a una cadena pesada (CP) con un
dominio de unién a microtdbulos (MT) y una cadena ligera (CL) con otro dominio de

uniéon a MT.

En 1994, cuando se pudo conocer la secuencia completa de MAP1B de humano,
se identificaron los dos dominios de unién a microtdbulos presentes en la
proteina. El primer dominio fue localizado entre los aminoacidos 524 al 851
(con multiples copias de motivo KKEE y KKEI/V) mientras que el segundo fue
ubicado entre los aminoacidos 2219 al 2338 (Noble et al., 1989; Lien et al.,
1994).



Por medio de diversos métodos (Chou y Fasman, 1978 y Garnier et al., 1978),
se predijo que la estructura secundaria de ambos dominios de unién presentan
varias regiones con a-hélices, los cuales interactian de manera iénica con las

a-hélices de la region C-terminal de las moléculas de tubulina.

La funcionalidad de MAP1B durante el desarrollo neuronal esta regulada por
fosforilacion (Garcia-Pérez et al., 1998). Existen numerosos sitios fosforilables
en esta proteina y, por lo menos, se pueden distinguir dos modos de
fosforilacion (Ulloa et al., 1993). El modo | se encuentra bajo una fuerte
regulacion durante el desarrollo y esta presente principalmente en los husos
mitdticos de las células precursoras neuronales (Riederer et al., 1993) y en los
axones que se encuentran en elongacion (Mansfield et al., 1992; Gordon-Weeks
et al 1993). El modo | de fosforilacion se encuentra ausente en la mayoria de
neuronas maduras a excepcion de aquellas regiones del cerebro con capacidad
regenerativa (Gonzalez-Billault et al., 1993). Las cinasas involucradas en este
modo de fosforilacion son GSK3 (glycogen synthase kinase-3) y cdk5 (cyclin-
dependent kinase 5) (Garcia-Pérez et al., 1998). Cdk5, es una cinasa que se
vital en en la progresion del ciclo celular y se encuentra desregulada en la EA.
Esta re-expresion de proteinas reguladas durante el desarrollo, puede estar
contribuyendo en la formacién de brotes neuriticos aberrantes, caracteristicos
de la enfermedad (Arendt, 2001). El modo Il, también conocido como modo de
fosforilacion constitutiva, esta presente en las dendritas y el cuerpo de las

neuronas maduras (Ulloa et al., 1994).

En cuanto a su localizacion en las neuronas, diversos analisis
inmunohistoquimicos han revelado que MAP1B se encuentra presente en los
axones, cuerpo celular y dendritas de las neuronas y células gliales (Bloom et
al., 1985; Riederer et al., 1986) y que es diferencialmente fosforilada en
diversos sitios dependiendo de si se encuentra en neuronas o células gliales, su
localizacion subcelular en las neuronas y el estadio de desarrollo (Hirokawa et
al.,1985).



Dado que el citoesqueleto juega un papel critico en la funcion y la sobrevivencia
de las neuronas, varios grupos de investigacion han centrado su atencion en el

papel que juegan las MAP”s en el desarrollo del sistema nervioso.

Diversos estudios en ratones transgénicos han demostrado que aquellos que
solo tienen una copia funcional del gen MAP1B presentan anormalidades en
estructuras laminadas del cerebro como la corteza cerebral, hipocampo y
cerebelo, asi como una disminucién significativa en la magnitud y duracion de
la potenciacion a largo plazo, lo cual apoya la hipotesis de que MAP1B
desempefia un papel funcional muy importante en la migraciébn neuronal,
axogénesis asi como en las alteraciones del citoesqueleto presentes en las
dendritas post-sinapticas (Gonzalez-Billault et al., 2000; Meixner el al., 2000;
Zervas et al., 2005).

Aunque muchas enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por
presentar anormalidades a nivel de citoesqueleto el papel que desempefian
estos cambios en el desarrollo de la enfermedad no ha sido comprendido del
todo. La principal limitante consiste en determinar si estas alteraciones juegan
un papel causal en la degeneracion neuronal, o si simplemente las neuronas

degeneran por otras causas.

En el presente trabajo se identific6 que la clona MAPJ se une A;.42 segun los
ensayos de tamizaje por ELISA. La secuencia del inserto de esta clona que
interactla con Ap;-42 consta de 142 aminoacidos con multiples copias del motivo
KKEE y KKEI/V y comparte el 100 % de similitud con los aminoécidos 593 al
733 de la cadena pesada de MAP1B (humano). Un punto muy interesante, es
que segun los datos obtenidos por varios investigadores (Noble., et al., 1989;
Lien et al., 1994), demuestran que esta regién se encuentra dentro de un

dominio de union a microtubulos (Tabla 4).



La interaccion entre ABi..2 Y MAP1B, en esta region en particular, podria estar
desempefiando un papel muy importante en la EA, debido a que ABi.42 puede
estar interfiriendo en la union de MAP1B con la tubulina y por lo tanto alterar la
dinamica y estabilidad de los microtubulos. Esto podria explicar las alteraciones
sinjpticas encontradas por diversos grupos de investigacion (Larson et al.,
1999; Walsh et al., 2002a; Cleary et al., 2005; Tanzi, 2005), asi como la
alteracion en la migracion de varios organelos en la EA (Ebneth et al., 1998;

Jiménez-Mateos et al., 2006).

Aungue existen reportes de que MAP1B es un componente de las placas seniles
encontradas en la EA (Takahashi et al 1991), este es el primer reporte en el
cual se demuestra experimentalmente la interaccion entre MAP1B expresado en
la superficie del fago filamentoso M13 y APi42, ¥ Su posible efecto en la
patogénesis de la EA. Para comprobar por otro método si existe la interaccion
entre el fragmento de MAP1B vy APB;.42, €n nuestro laboratorio se esta tratando
de obtener el fragmento de MAP1B de manera recombinante con el fin de

realizar los experimentos correspondientes.

Recientemente Uchida reporté que la proteina completa de MAP1B puede
actuar como un efector de la muerte celular en respuesta a la depositacion de
AB. Por otro lado, Fifre y colaboradores demostraron que las formas
oligoméricas de AP, causan alteraciones en la homeostasis de calcio, cuyo
efecto, es la activacion de la calpaina la cual se encarga de degradar MAP2 en
sus tres isoformas (MAP2a, MAP2b y MAP2c¢) mientras que MAP1A y MAP1B son
degradadas mediante la activacion de la caspasa 3 y calpaina, también por la
influencia de ApB. También observaron que la pérdida en la estructura de los
microtUbulos se lleva a cabo antes de la aparicion de las tipicas alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas caracteristicas de la apoptosis. Por otro lado, la
utilizacion de diversos agentes farmacoldgicos que alteran el funcionamiento
de los microtubulos producen algunas de las anormalidades observadas en la
EA (Michaelis, 2003).



En el mapeo que se hizo de la clona MAPJ con los fragmentos del péptido AB;-42
se observo esta clona solo era reactiva al péptido de 42 aminoéacidos (Grafica 2
y 3), lo cual sugiere que MAPJ esta reconociendo una conformacion del péptido

en lugar e una secuencia lineal.

Cabe sefialar que el péptido ABi.s2 utilizado en el presente trabajo se
encontraba en forma fibrilar, por lo que se realizd6 un ELISA para probar la
reactividad de esta clona hacia las formas oligoméricas. Los resultados
obtenidos mostraron claramente que MAPJ solo reconoce la forma fibrilar de
AB. Aunque no se ha determinado con claridad el estado de agregacion del
péptido dentro de las neuronas, no hay que descartar que no solo los
oligbmeros sino también las fibrillas intraneuronales puedan estar causando un

efecto toxico para las células.

En el ensayo de inmunolacalizacién que se realizé para determinar ubicacion de
MAP1B y MAPJ, se observdé que MAP1B esta principalmente presente en el
cuerpo de las neuronas asi como en lo largo de los axones, lo cual coincide con
resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion (Bloom et al., 1985;
Riederer et al., 1986). En el caso de Ai.-42, su distribucion es muy similar a la
de MAP1B, la unica diferencia es que ABi42 nNO esta tan extensamente
distribuido en los axones (Figura 7). Es importante sefialar que no se observo
ningun tipo de alteracion morfologica en los axones. Tal vez eso se debe a que
las neuronas fueron incubadas con una concentracion muy baja de AB;-42 (200
nM). Es importante remarcar que, este experimento, en ningln momento trata

de ejemplificar algan tipo de interaccion entre las proteinas.



Como se menciono al principio, en los ultimos afios ha surgido gran interés en
determinar el papel que juegan las diversas alteraciones en los microtubulos en
las diversas enfermedades neurodegenerativas. La Esclerosos Lateral
Amiotrofica (ELA) se caracteriza por la presencia de acumulaciones anormales
de neurofilamentos en las neuronas motoras (Julien y Mushynski, 1998). La
agregacion de neurofilamentos puede bloquear el transporte vesicular a los
largo de los axones y subsecuentemente causar la degeneracién de las

neuronas.

En el caso de la enfermedad de Huntington (EH), la huntingtina (htt), una de
las proteinas que se cree, es la principal causante de la enfermedad, interactia
con una gran variedad de proteinas citoplasmaticas entre las que destacan la
proteina HIP-1 (proteina de asociacion a microtabulos) (Wanker et al., 1997),
tubulina (Tukamoto et al., 1997), dinactina (Li et al., 1998), proteinas con
dominios WW (proteinas multidominios del citoesqueleto) (Faber et al., 1998) y

Sl/al (interviene el ensamblaje del citoesqueleto) (Bailleul et al., 1999).

En el caso de la EA, a partir que se determind que los niveles de AP
correlacionan directamente con la densidad de marafias neurofibrilares (McLean
et al., 1999) y que la severidad de la demencia, asi como la pérdida neuronal,
correlaciona mejor con las marafias neurofibrilares que con los depdsitos de AB
en etapas tempranas de la EA, se ha puesto especial atencion en las
modificaciones del citoesqueleto y su efecto en la progresion de la enfermedad.
Como la proteina tau, fue la primera en la cual se identificaron alteraciones en
su funcionamiento, la atencion de los investigadores se ha enfocado en

determinar el papel que juega en la enfermedad.

Uno de los descubrimientos que sefialaron a tau como uno de los principales
participantes en la patogénesis de la EA es que la hiperfosforilacion de tau
disminuye su capacidad de union asi como su actividad en el ensamblaje de los

microtubulos (Lindwall y Cole, 1984).



Cabe sefialar que las neuronas tienen la capacidad de compensar la pérdida de
la funcion de una MAP por otra (Igbal et al., 2005). Al ser MAP1B uno de los
candidatos para compensar la pérdida de la funcion de tau, su adecuado
funcionamiento es de vital importancia para las neuronas, pero como demostro
en el presente trabajo, el péptido ABi4> Sse une directamente a uno de los
dominios de unién de microtubulos, lo que estaria agravando, aun mas, las

alteraciones del citoesqueleto.

En este trabajo se propone que la interaccion de APi4, con en dominio de
unién a microtdbulos de MAP1B puede estar participando directamente en las
alteraciones a nivel de citoesqueleto encontradas en la EA. Como se menciond
anteriormente, es importante determinar si estas alteraciones son causales de
la enfermedad o solo representan un evento secundario asociado a la muerte
de las neuronas, aun asi, estos eventos parecen estar jugando un papel central
no solo en la EA si no en otras enfermedades neurodegenerativas.
Recientemente, ha surgido el interés de utilizar farmacos estabilizadores de los
microtUbulos como el taxol, para tratar de revertir la neurodegeneracion en la
EA (Michaelis, 2003). Lo que es claro es que, profundizar en los efectos
adversos que tiene APi4, sobre las diversas proteinas de asociacion a los
microtibulos (MAP”s), abre las puertas a disefiar mejores estrategias
terapéuticas para tratar de da un mejor tratamiento a pacientes con una

enfermedad tan compleja como lo es la enfermedad de Alzheimer.



PERSPECTIVAS

Esta es la primera vez que se describe la interaccion entre ABi-42 y un dominio
de interaccion de microtubulos de la proteina MAP1B expresado en la superficie
del fago filamentoso M13. Dada la importancia del hallazgo, se estan realizando
varios experimentos en el laboratorio con el fin de profundizar méas en los datos

de la interaccion de estas dos proteinas.

Entre los experimentos en progreso se encuentra la expresion del fragmento de
MAP1B en forma recombinante para realizar pruebas de ELISA y asi comprobar
la interaccion entre ABi-.42 y MAP1B. Diversas pruebas de neuroproteccion estan
siendo realizadas para probar si el bloqueo de la union entre A y MAP1B puede
tener algun efecto benéfico para la sobrevivencia de las neuronas /n vitro. Por
otro lado se esta determinado si las alteraciones en MAP1B por la accion de AB
puede estar alterando la localizacion de diversos organelos como las

mitocondrias.
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