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1. RESUMEN

1.1 Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo caracterizado por
la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares en el cerebro, formados por depdsitos
del péptido B-amiloide y la proteina tau hiperfosforilada, respectivamente. El origen de la
enfermedad y las bases moleculares de la misma siguen en estudio, ambito en el que desde
nuestro grupo se ha establecido una hipdtesis que relaciona al sistema OXPHQOS, la sintesis de
novo de pirimidinas y la EA. Para comprobar esta hipdtesis es necesario investigar las bases
moleculares de la enfermedad y para ello deben validarse modelos de estudio de forma previa.
En el presente trabajo se ha llevado a cabo la validacidon de las lineas celulares hNSC, SH-SY5Y y
SK-N-BE(2)-C como modelos adecuados a fin de diferenciarlas a neuronas colinérgicas y
estudiar la proteina tau en ensayos posteriores. En concreto, se ha realizado la caracterizacion
del gen MAPT (Microtubule-associated protein tau), codificante para la proteina tau, mediante
el analisis de la expresion del gen y del ratio del grupo de isoformas 3R y 4R (establecidas por
splicing alternativo del exén 10), asi como la busqueda de las 6 isoformas mayoritarias
presentes en cerebro adulto humano y el estudio de las variaciones genéticas de MAPT. En las
lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y no se han encontrado variaciones en los transcritos
secuenciados de MAPT y se ha observado un claro predominio de la isoforma fetal con
respecto a las demads. Sin embargo, mas ensayos son necesarios para validar la linea hNSC
antes de su utilizaciéon, ya que sdlo ha podido determinarse la mayor expresion de las
isoformas 3R en esta linea celular.

Palabras clave: Alzheimer, gen MAPT, splicing alternativo, variaciones genéticas.

1.2 Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by senile
plagues and neurofibrillary tangles present in the brain. These aggregates are formed by B-
amyloid peptide deposits and hyperphosphorylated tau protein, respectively. Disease origin
and its molecular basis remain to be elucidated and, in this way, our group has established a
hypothesis that relates OXPHOS system, de novo pyrimidine biosynthesis and AD. To prove it
research on the molecular pathways associated with the disease is necessary and for that,
scientific models have to be validated previously. In this work, hNSC, SH-SY5Y and SK-N-BE(2)-C
cell lines have been validated to differentiate into cholinergic neurons in future assays and
hence to study tau protein. In particular, for its validation, the characterization of MAPT
(Microtubule-associated protein tau) gene, which encodes for tau protein, has been performed
by gene expression and isoforms 3R and 4R (synthesized by exon 10 alternative splicing)
analysis, search of 6 main isoforms in adult human brain and MAPT genetic variations study.
Results show no MAPT genetic variations in sequenced transcripts and fetal isoform
prevalence over others. However, more research on hNSC cell line is necessary, in which only
a higher 3R isoforms expression has been found out.

Keywords: Alzheimer, MAPT gene, alternative splicing, genetic variations.



2. INTRODUCCION

2.1 Enfermedad de Alzheimer: origen y bases moleculares

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la enfermedad neurodegenerativa mas comun en
la actualidad, con méas de 20 millones de casos en el mundo®. Fue descrita por Alois Alzheimer
al estudiar histoldgicamente el cerebro de Auguste Deter, paciente que sufria demencia, en el
que encontrd las dos marcas caracteristicas y necesarias de la EA: placas seniles extracelulares
y ovillos neurofibrilares (NFTs) intracelulares®. Las primeras se componen, sobre todo, del
péptido B-amiloide, formado a partir de la proteina transmembranal precursora amiloide (APP)
por corte inicial de una a-secretasa (ADAM10), mientras que las segundas estan formadas por
la proteina tau hiperfosforilada®. La relacién entre ambas se desconoce, aunque segun la
hipétesis de la cascada amiloide, surgida del estudio de casos de EA familiar*, la enfermedad
tiene su origen en una desregulacion de la sintesis del B-amiloide, que lleva a la formacién de
los ovillos neurofibrilares, neurodegeneracion y, finalmente, aparicion de la demencia. Otros
estudios sefialan, sin embargo, que la responsable es la hiperfosforilacién de tau®’.

*Existen dos tipos de EA, familiar y esporadica, siendo la primera menos comun (1% del total),
hereditaria y con una manifestacién mas temprana de los sintomas conductuales: pérdida de memoria,
de reconocimiento facial, problemas de comunicacidn y deterioro cognitivo.

2.2 MAPT y proteina tau
2.2.1 MAPT: isoformas, expresion, mutaciones y ratio 3R/4R

MAPT (Microtubule-associated protein tau) es el gen codificante de la proteina tau,
localizado en el cromosoma 17 (17q21.31) y formado por 16 exones (EO-E4, E4a y E5-E14),
cuyo splicing alternativo da lugar a diferentes isoformas®’ (Figura 1; Tabla 1). Presenta un
promotor con alto contenido en G+C, carencia de cajas TATA y CAAT e inclusion de EO, varios
inicios de transcripcion y tres principales islas CpG. Estas islas CpG son importantes por
haberse detectado hipometilaciéon de las mismas en la EA y, por tanto, mayor expresion de
MAPT: CpGzolocalizada en la regiéon promotora, CpG,; situada 13 kb por delante de E1 y CpG,y,
inmediatamente anterior a E4a’.

Existe expresion de MAPT tanto en cerebro como en tejidos periféricos como la
retina y el musculo esquelético’. En el primer caso, durante el desarrollo embrionario se
observa una elevada expresion de MAPT en diferentes areas de la corteza cerebral y otras
regiones del cerebro, en que la tnica isoforma que se expresa es la fetal®, asi como durante la
etapa adulta de un individuo sano, en que la expresién de la isoforma fetal disminuye
(especialmente en el cerebelo)’ y se incrementa la de las otras 5 isoformas principales
presentes en cerebro adulto humano® (Figura 1; Tabla 1). La excepcidn la constituye la materia
blanca, donde sélo se expresan las isoformas fetal y D, pero también se encuentran las 6
isoformas proteicas, lo que sugiere un transporte axonal de las mismas™.

Por otra parte se han descrito mas de 50 mutaciones de MAPT que dan lugar a un
grupo de enfermedades conocidas como tauopatias, entre las que se encuentra la EA,



caracterizadas por la formaciéon de agregados de tau hiperfosforilada. Concretamente, la
mayoria de mutaciones se encuentran entre E9-E12" y pueden dividirse en dos grupos: las
que afectan al splicing alternativo y las que afectan a la propia proteina’. En el primer caso
muchas alteran el mecanismo de splicing de E10, provocando un desequilibrio entre las
isoformas 3R y 4R que causa neurodegenaracion y demencia, mientras que en el segundo son,
sobre todo, mutaciones con cambio de sentido que pueden afectar a la susceptibilidad de tau
de ser fosforilada™. Ademas, en funcién del desequilibrio del ratio 3R/4R las tauopatias
puede clasificarse como 3R, 4R o 3R+4R°, donde la FTDP-17 (frontotemporal dementia with
parkinsonism linked to chromosome 17), primera tauopatia en que se demostré que
mutaciones en MAPT son suficientes para que exista patologia, es 4R por el aumento de este
grupo de isoformas'’, mientras que la EA es 3R+4R, por no existir variacién del ratio 1:1"**

entre ambos grupos de isoformas presentes en el cerebro adulto humano sano'®*. Este hecho

se ve abalado por la existencia de las 6 isoformas de tau en los NFTs de la EA™*.

En concreto, aunque existen dreas del cerebro mas afectadas por los NFTs (como la
corteza temporal y frontal) y otras menos susceptibles o no afectadas (como la corteza
cerebelosa y materia blanca) ni el patron de expresion de MAPT ni de las distintas isoformas se
ven alterados en un paciente con EA en comparacién con un individuo sano, lo que unido a
una similar presencia de las isoformas proteicas sugiere que la mayor afeccién de ciertas areas
del cerebro por la EA responde a otros patrones diferentes del ratio 3R/4R, cuya respuesta

puede estar en el estudio de la proteina tau®".
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Figura 1°. MAPT y las 6 isoformas mayoritarias de la proteina tau sintetizadas en cerebro adulto
humano por splicing alternativo. El gen MAPT contiene exones constantes (1, 4, 5, 7, 9, 11 y 13),
alternativos (2, 3 y 10), no codificantes (0, parte del 1 y 14) y expresados en tejidos periféricos (4a, 6 y

17,18
. Los exones constantes,

8)7, estando restringida la expresién de E4a al sistema nervioso periférico
junto a los alternativos, constituyen las 6 isoformas de cerebroB, que difieren en el splicing de los
alternativos: la ausencia o presencia de E10 divide a las isoformas en 3R y 4R, segln tengan 3 o0 4
motivos de repeticion semi-homdlogos de 31-32 aminodacidos (R1-R4), mientras que la ausencia de E2 y
E3, sélo de E3 o presencia de ambos las divide en ON, 1N y 2N, respectivamente, siendo la insercion de
E3 dependiente de E2, caracter atipico del evento de sp/icing17. Se distinguen asi la isoforma con 441
aminodcidos (2N4R), 412 (1N4R), 383 (ON4R), 410 (2N3R), 381 (1N3R) y 352 (ON3R). Ademas, en el
cerebro adulto humano los niveles de 3R y 4R son aproximadamente iguales”, mientras que las
isoformas ON comprenden el 37% del total, las 1N el 54% del total y las 2N el 9%’. Por su parte, EO forma
parte del promotor, E1 de la secuencia 5'-UTR (Untranslated region) hasta el ATG iniciador de la

traduccion contenido en el mismo (Figura suplementaria 2) y E14 de la 3'-UTR.



32,33

y UniProt™

Tabla 1. Consorcio de isoformas entre las bases de datos Ensembl31, NCBI

Isoforma  Transcrito N2 residuos N2 pares de bases RefSeq Exones” > 11 Nomenclatura
(UniProt) (Ensembl) (UniProt) (NCBI) ((\[e:])]
PNS 201 758 6752 % +E4a/+E6 =
E 202 412 5754 % -E3 1IN4R
G 203 776 6816 % +E4a/+E6/+E8 -
F 204 441 5811 % Todos 2N4R
C 205 410 5718 % -E10 2N3R
Fetal 001 352 5544 % -E2/-E3/-E10 ON3R
D 002 383 5637 % -E2/-E3 ON4R
B - 381 5631 % -E3/-E10 1N3R

A - 316 - - - -

Enmarcadas las 6 principales isoformas presentes en cerebro adulto humano (fetal, B, C, D, E y F), siendo
la isoforma F la candnica por presentar todos los exones posibles. La isoforma A sdélo aparece
mencionada en UniProt, base de datos en la que no existe reconocimiento proteico de la isoforma G,
mientras que en NCBI si se muestra evidencia de la presencia del transcrito y la proteina resultante
(NM_001123066, NP_001116538). Todos los transcritos presentan un tamafio de mas de 4 kb.

2.2.2 Proteina tau: estructura, funcion, fosforilacion, agregacion y propagacion

La proteina tau se caracteriza por estar formada, sobre todo, por los aminoacidos G, K,
P, Sy T*, lo que justifica su alta solubilidad y naturaleza desplegada con algin elemento de

> Estructuralmente,

estructura secundaria (hélices a, ldaminas B y hélices de poliprolina)
presenta un dominio de proyeccion, que incluye las secuencias codificadas por E2 y E3 y es
capaz de unirse a estructuras de la membrana plasmatica, un dominio de unién a
microtibulos (MBD), que alberga a las 3-4 repeticiones semi-homdlogas (Figura 1), un
dominio rico en prolinas, que forma parte de los dos anteriores y puede asociarse con
dominios SH3 de otras proteinas, y una cola C-terminal’. Por tanto, tau puede interactuar con
diversas moléculas de sefalizacion, elementos del citoesqueleto y lipidos, lo que sugiere que

1" aunque cldsicamente se ha descrito como una

se trata de una proteina multifunciona
proteina que promueve el ensamblaje y estabilizacién de los microtibulos®. Esta funcién viene
dada por su MBD, cuyos motivos R1-R4 estan cargados positivamente y, por tanto, pueden
interactuar con la tubulina cargada negativamente, lo que explica la mayor afinidad de las

16,17

isoformas 4R con respecto a las 3R por los microtubulos y es el motivo por el que la

regulacién del splicing de E10 es importante en las patologias asociadas, como la FTDP-17"

Sin embargo, en caso de existir un desequilibrio entre quinasas y fosfatasas presentes
en cerebro puede producirse la fosforilacion en las secuencias consenso KXGS presentes en



cada motivo semi-homdlogo, neutralizando asi su carga positiva y disminuyendo la

interaccién de tau con los microtibulos®™® *°

. En este proceso parece clave la fosfoproteina
fosfatasa 2A (PP2A)'" %2> %, cuya menor actividad se ha sugerido que puede deberse a un
descenso de 4cido félico o aumento de L-metionina en la dieta por derivar ambos en una
hiperhomocisteinemia, que puede inhibir a la metiltransferasa de la PP2A (PPMT) necesaria

2223 Una vez que se produce la separacién de los microttbulos puede que se

para su activacion
induzca la agregacién de tau por modificaciones post-traduccionales agregantes (como la
propia fosforilacién, truncamiento o la nitracién)*®, formando oligémeros y NFTs en Ultima
instancia. Precisamente, se piensa que los oligdmeros de tau son responsables de la toxicidad
neuronal observada en la EA* y de la propagacion de la patologia a diferentes areas del

cerebro, pudiendo transportarse entre neuronas por mecanismos en debate actualmente’.

2.3 Hipotesis: OXPHOS, pirimidinas y Alzheimer

La hipétesis de la cascada mitocondrial es una de las alternativas a la hipétesis de la
cascada amiloide y de la hiperfosforilacion de tau propuesta por las limitaciones de éstas y que
relaciona al sistema OXPHOS con el riesgo de padecer EA’. Desde nuestro grupo se ha
propuesto la relacion entre la misma y la sintesis de novo de pirimidinas por la existencia de
actividad en neuronas de la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH), presente en las
crestas mitocondriales junto al sistema OXPHOS y que transforma dihidroorotato en orotato y
transfiere los electrones adquiridos a la coenzima Q;0*. El proceso seria el que sigue: si el
sistema OXPHOS fuese fallando a lo largo de la vida de un paciente se produciria una
disminucién de la actividad de la DHODH, de forma que se sintetizaria menos orotato y, en
consecuencia, menos UDP y UDP-N-acetilglucosamina. Asi, la enzima O-B-N-acetilglucosamina
transferasa no podria O-B-N-acetilglucosaminar a la proteina tau, produciéndose un
desequilibrio entre dicha modificacién anti-agregante™ y la fosforilacién de tau, derivando
en la hiperfosforilacidn de la proteina y formaciéon de los NFTs propios de la EA.

Para comprobar dicha hipdtesis, en el presente TFG se ha elaborado la validacion
previa de las lineas celulares hNSC, SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C, escogidas como modelo de
estudio de las bases moleculares de la proteina tau por su capacidad para diferenciarse a
neuronas colinérgicas (las mas afectadas en la EA)® y la inexistencia de isoformas 3R en el
cerebro adulto de los roedores?, asi como la falta de deterioro cognitivo en ratones knockout
de E107".

3. OBJETIVOS

I.  Analizar la expresion del gen MAPT y el ratio entre las isoformas 3R y 4R de la
proteina tau en las lineas de estudio hNSC, SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C.
Il. Determinar las isoformas presentes en las tres lineas de estudio.
M. Estudiar la presencia de variaciones genéticas de MAPT en las tres lineas de estudio
para comprobar su posible influencia sobre la expresion de las isoformas.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Reactivos y kits comerciales

Todos los reactivos usados en el presente trabajo fueron de grado analitico o de grado
apto para biologia molecular y, en su caso, validos para la transformacién y crecimiento
bacteriano (Tabla 2).

Tabla 2. Material basico del presente TFG

Reactivo/kit comercial UL IGED Casa/marca comercial

TRIzol® Reagent Extraccion de RNA total Invitrogen™

Transcriptor First Strand

o Sintesis de cDNA Roche
cDNA Synthesis Kit
Phusion Hot Start Il L . L
Amplificacion de isoformas Thermo Scientific™
DNA polymerase
Low DNA Mass Ladder Marcador de electroforesis Life Technologies™
Zero Blunt® TOPO® . . . .
. . Clonaje de isoformas Life Technologies™
PCR Cloning Kit*
MAX Efficiency®DH5a™ Seleccién de isoformas Invitrogen™
SN R Purificacion de DNA plasmidico Sigma-Aldrich

Miniprep Kit

*Contiene el vector de almacenamiento pCR™-Blunt [I-TOPO® (Figura suplementaria 1).

4.2 Extraccion de RNA total
4.2.1 Lineas celulares

Las tres lineas celulares, escogidas por su capacidad para diferenciarse a neuronas
colinérgicas (y, por tanto, utiles para el estudio de la enfermedad de Alzheimer en caso de
validarlas para estudios posteriores) que se utilizaron fueron:

= hNSC: células madre neuronales euploides, derivadas de la linea H9 (WAQ9) de células
madre embrionarias humanas, capaces de diferenciarse a neuronas, oligodendrocitos
y astrocitos y obtenidas de la marca comercial Life Technologies™. Pase 17 (24/09/15).

= SH-SY5Y: células aneuploides derivadas de neuroblastoma (ATCC® CRL-2266™),
obtenidas en Sigma-Aldrich a partir de tres subclones de la linea metastasica SK-N-SH,
establecida a su vez a partir de una biopsia de médula ésea de una nifia de 4 afios.
Pase 31 (01/10/15).

= SK-N-BE(2)-C: linea aneuploide, subclon de la linea neuroblastica SK-N-BE(2) (ATCC®
CRL-2271™), establecida a partir de células metastasicas de cerebro de un nifio de 2
afios y cedida por Anne Chomyn del Laboratorio de Giuseppe Attardi, California
Institute of Technology, Division of Biology, Caltech. Sin pase (29/09/15).



4.2.2 Extraccion de RNA con TRIzol®

En primer lugar se extrajo el RNA total de tres pellets secos en condiciones de
esterilidad y mediante el reactivo TRIzol®, solucion monofasica de fenol y tiocianato de
guanidinio que mantiene la integridad del RNA y permite purificarlo del resto de componentes
celulares (a los que rompe y disuelve). Para ello se afiadieron y mezclaron 500 pl de TRIzol® a
cada uno de los tres pellets de partida (con 5-10 x 10° células), se dejaron reaccionar 5 minutos
a temperatura ambiente y se afiadieron 100 pl de cloroformo para generar una bifase de
extraccién, con posterior agitacion vigorosa, incubacién 3 minutos a temperatura ambiente y
centrifugacion 15 minutos a 12.000 rcf a 4°C. Obtenida la bifase se recogié todo el volumen
disponible de la fase acuosa y se precipitd el RNA total afiadiendo 250 pl de isopropanol frio.

A continuacién se incubaron las muestras 10 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugaron 10 minutos a 12.000 rcf a 4°C y se elimind sin apurar el sobrenadante para
realizar un lavado con 500 ul de etanol al 75%. Tras un pequefio vortex y centrifugaciéon 5
minutos a 7.500 rcf a 4°C se descarté todo el volumen posible del sobrenadante y los pellet de
RNA obtenidos se dejaron secar al aire y temperatura ambiente (protegidos). Una vez secos se
anadieron distintos volimenes de H,O miliQ a cada muestra en funcion de la cantidad de
pellet obtenida con objeto de alcanzar una concentracion similar de RNA total extraido en
todas ellas. Finalmente, se incubaron los tres pellets en un thermoblock a 50°C con agitacion
durante 5 minutos para favorecer la correcta resuspension del RNA.

4.2.3 Cuantificacion de la cantidad de RNA por espectrofotometria

Para determinar la concentracidon y pureza del RNA total aislado se empled un
espectrofotometro NanoVue™, depositando 2 pl en el pedestal del equipo para cada mediday
teniendo presentes los criterios de pureza basados en relaciones de absorbancia a distintas
longitudes de onda, es decir, A,s0/As0(valor en torno a 1,8 y 2 es indicativo de muestra pura
para DNA y RNA, respectivamente) y Ao/ Az30 (debe ser en torno a 2,2). Realizadas las medidas
se almacenaron las muestras a -80°C.

4.3 Retrotranscripcion del mRNA por RT-PCR

La retrotranscripcion de los mRNAs maduros (y, por tanto, con cola de poliA en su
extremo 3') del RNA total extraido a cDNA monocatenario se realizé por RT-PCR utilizando
como primer un oligo(dT),s. Para ello se prepardé una mezcla inicial de reactivos con las tres
muestras de RNA total, el oligo(dT),s y H,O miliQ (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Reactivos para sintesis de cDNA monocatenario ()

Reactivo Cantidad (pg/pl)

RNA total 1ug
Oligo(dT)1g 1ul
H,0 miliQ Hasta 13 pl

Posteriormente, las tres muestras se desnaturalizaron 10 minutos a 65°C en
termociclador para eliminar las posibles estructuras secundarias presentes en los mMRNAs que



pudieran afectar a la retrotranscripcion. Después se afiadieron los segundos reactivos
necesarios hasta un volumen final de 20 pl para cada tubo (Tabla 3.2) y se incubaron en
termociclador las tres preparaciones: primero a 50°C durante 60 minutos (tiempo escogido por
tener todos los transcritos un tamafio superior a 4 kb (Tabla 1)), a continuaciéon 5 minutos a
85°C para inactivar a la retrotranscriptasa y por ultimo a 4°C de forma indefinida.

Tabla 3.2. Reactivos para sintesis de cDNA monocatenario

Reactivo Concentracion | Volumen (pl) Concentracion Il
Tampdn x5 4 x1
Inhibidor de RNasas - 0,5 -
dNTPs 10 mM 2 1mM
Retrotranscriptasa - 0,5 -
Volumen final - 20 -

Concentracion | = Concentracién del stock. Concentracion 1l = Concentracion final.

4.4 Analisis de expresion por qPCR

La expresion de las isoformas de interés, asi como el ratio de expresion 3R/4R de las
isoformas en las tres lineas utilizadas habian sido comprobadas previamente por el grupo de
investigacion Biogénesis y patologia mitocondrial, pero se decidid repetir la experiencia para
incrementar la validez estadistica de los resultados.

En primer lugar se prepararon las mezclas de los reactivos necesarios (Tabla 4),
teniendo en cuenta que el volumen final para cada capilar (por muestra) debia ser de 10 ul (9
ul de la mezcla de reactivos generada y 1 ul de cada muestra de cDNA monocatenario, sacadas
del congelador a -80°C y depositadas en hielo durante el experimento). Para ello se trabajd en
asepsia, asi como en baja luz para evitar dafiar la naturaleza fluorescente del SYBR Green.

Tabla 4. Reactivos para la realizacién de la qPCR

Reactivo Volumen (pl)

SYBR Green* 2
Primers (Tabla 5) 0,5
H,0 miliQ 6,5
Volumen final 9

*Contiene el resto de componentes necesarios para el correcto funcionamiento de la gPCR (DNA
polimerasa, dNTPs, MgCl, y tampédn) y el propio SYBR Green, marcador fluorescente afin al dsDNA y, por
tanto, util para determinar por analisis de fluorimetria la cantidad de una determinada secuencia de
DNA (en caso de estar presente).

Tabla 5. Primers para amplificar los conjuntos de isoformas 3R y 4R"

Primer directo Primer reverso Tm (°C)
Isoformas 4R GAAGCTGGATCTTAGCAACG GACGTGTTTGATATTATCCT 58
Isoformas 3R AGGCGGGAAGGTGCAAATAG TCCTGGTTTATGATGGATGTT 58



En total se prepararon 30 muestras, 10 por cada pareja de primers: muestras de cDNA
procedentes de las tres lineas celulares por 3 veces cada muestra (triplicado técnico) por 3
parejas de primers (los de las isoformas 3R, las isoformas 4R (Tabla 5) y el gen de la B-actina,
housekeeping empleado como control interno para validar la técnica, poder comparar la
expresion de los grupos de isoformas entre las distintas lineas y cuantificar los niveles de
MRNA de interés presentes) mdas 3 muestras de control negativo para validar cada una de las
parejas de primers utilizadas. Una vez preparadas se llevaron las muestras a un termociclador
con espectrofluorimetro y se amplificaron siguiendo un programa estdandar de gPCR:
desnaturalizacion a 95°C (6 minutos), seguida de 50 ciclos de amplificacién (desnaturalizacién
a 95°C y 30 segundos, hibridacion a 58°C y 30 segundos y extension a 72°C y 45 segundos) y
una incubacion final a 95°C (1 minuto).

Finalmente, los resultados se analizaron junto con los obtenidos previamente por el
grupo de investigacion, detectandose expresion en las tres lineas de estudio (5.1
Cuantificacidn de los grupos de isoformas 3R y 4R de MAPT en las lineas celulares de estudio).

4.5 Amplificacion de las isoformas de interés por PCR

Validado el uso de las lineas escogidas el cDNA monocatenario obtenido de todas ellas
se transformd en cDNA bicatenario mediante amplificaciéon por PCR con la PHS Il polimerasa,
DNA polimerasa (variante de la Pfu polimerasa) escogida por dejar los amplificados con
extremos romos, pudiendo asi introducirlos en el vector escogido (4.7 Clonaje de los
productos de PCR), y por ser de alta fidelidad. De esta manera en caso de detectar variaciones
en las secuencias analizadas en principio éstas se deberian a polimorfismos o mutaciones del
propio genoma de las lineas celulares y no a un error introducido por la polimerasa durante la
amplificacion.

Para realizar la PCR (Tabla 7) se prepararon las mezclas de reaccién adecuadas, donde
los primers (Tabla 8), la cantidad de cDNA monocatenario usado como molde (Figura 3D) vy, por
tanto, la cantidad de H,0 miliQ (hasta un volumen final de 20 ul) fueron diferentes segun el
ensayo, siendo las habituales las presentes en la Tabla 6. Una vez preparadas se llevaron a un
termociclador y los productos de PCR generados se guardaron a 4°C hasta su uso posterior.

Tabla 6. Reactivos para amplificar los cDNA de las isoformas de tau en cerebro adulto humano

Reactivo Concentracion | Volumen (pl) Concentracion Il
Tampdn HF* x5 4 x1
dNTPs 10 mM 0,4 200 uM
PHS Il polimerasa 2 U/ul 0,2 0,02 U/l
TAU F/TAU 1bF** 10 pM 1 0,5 uM
TAU R/TAU 4R** 10 pM 1 0,5 uM
c¢DNA molde - 1 -
H,0 miliQ - 12,4 -
Volumen final 20

*Contiene MgCl,.
**Dilucion previa 1/25 con H,0 miliQ de todos ellos por estar a una concentracion inicial de 250 uM.



Tabla 7. Programa de PCR con Phusion Hot Start Il DNA polimerasa (PCR PHS 1)

Etapa Tiempo (s) Temperatura (°C)
1. Desnaturalizacién inicial 30 98
2. Desnaturalizacién 10 98
3. Hibridacion 20 Tm* 30 ciclos
4. Extensién 30/kb** 72
5. Final de la extensidn 300 72
oo 4

*Temperatura de fusion variable segun la pareja de primers usada para la puesta a punto del protocolo
(5.2 Amplificacién de las isoformas de la proteina tau y seleccion de las colonias transformadas).
**Extension de 80 segundos para garantizar la amplificacién de todos los cDNA de interés (Anexos).

Tabla 8. Primers para amplificar los cDNA de las 6 isoformas de tau en cerebro adulto humano

Primer Secuencia 5'>3' Tm (°C) TmR* (°C)
Primer y TAU F GAACCAGGATGGCTGAGCC 67,5 c6c
segundo ensayo TAUR AGGGGCCTGATCACAAACC 66,6
TAU 1bF CTCTGTCGACTATCAGGTGA 58,5
Tercer ensayo TAU4R  CTCTCATTCTCTCCTCTCCACA 63,0 >8,5

*Temperaturas de fusidn obtenidas mediante Tm Calculator de Thermo Fisher Scientific (Phusion DNA
polimerasa);
https://www.thermofisher.com/es/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-
calculator.html

4.5.1 Seleccion de los primers utilizados

Con el fin de conseguir amplificar todos los transcritos posibles generados a partir de
MAPT en cada linea celular es necesario el uso de primers que hibriden con secuencias
comunes a todas las isoformas. Para ello, primero se llevé a cabo un analisis por alineamiento
con la informacion presente en la base de datos Ensembl y, posteriormente, en NCBI.

De las presentes en el laboratorio del grupo de investigacion la pareja de primers TAU
1bF y TAU 4R era inicialmente las de mayor interés por hibridar con las regiones 5'-UTR y
3'-UTR del transcrito 203 (Tabla 1), respectivamente, y, por tanto, abarcar toda la secuencia
codificante o CDS del gen. Sin embargo, al alinear todas las secuencias de interés en Ensembl
se observé que por tres pares de bases (CTC) el primer TAU 1bF no hibrida por completo con
el 5'-UTR de la isoforma D, mientras que el primer TAU 4R no hibrida con el 3'-UTR de la
isoforma fetal (Figura suplementaria 2). Asi, en caso de presentarse las isoformas fetal y D
éstas no podrian amplificarse con los primers TAU 1bF y TAU 4R, razén por la que se
descartaron y se utilizaron los primers TAU F y TAU R. El inconveniente es que al ser primers
mas internos se unen a regiones internas de la CDS (Figura suplementaria 2), por lo que con
estos primers no puede conocerse si existe o no variacion en la secuencia génica original en las
regiones de hibridacidn, inconveniente no presentado por los primers TAU 1bF y TAU 4R.



Dados los resultados obtenidos en el primer y segundo ensayo (Tabla 14) se realizd un
nuevo alineamiento en NCBI para contrastar los resultados presentes en Ensembl. Se obtuvo
gue tanto el 5'-UTR como el 3'-UTR de las isoformas fetal y D eran reconocidas por los primers
TAU 1bF y TAU 4R (Figura suplementaria 3), motivo por el que se decidieron utilizar en un
tercer ensayo y asi, ademas, comprobar experimentalmente qué informacién presente en las
dos bases de datos era la incorrecta.

4.6 Electroforesis horizontal en gel de agarosa

Los resultados de la amplificacion de los cDNA de interés se observaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. Todos los geles del presente TFG se prepararon con una
porosidad del 1% (p/v), disolviendo 0,5 g de agarosa en 50 ml del tampdn electroforético TAE
(Tris 40 mM, pH 8, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM), solucién a la que, tras hervir para
disolver la agarosa y dejar enfriar brevemente, se afiadian 2,5 pl de bromuro de etidio (agente
que se intercala en el DNA y permite visualizarlo al irradiar con luz UV), consiguiendo una
concentracion final de 0,5 pg/ml del mismo.

A continuacidn, la solucién se vertia sobre un soporte electroforético, cerrado con
cinta de carrocero y con los peines necesarios para formar los pocillos de carga, y se dejaba
enfriar para la polimerizacién de la agarosa. Después la cinta y los peines eran retirados, se
introducia el soporte con el gel en una cubeta de electroforesis (sumergiéndolo con TAE) y se
cargaban las muestras en los pocillos, mezclando 4-5 pl de los productos de PCR con 2 ul de
tampon de carga (Ficoll al 30% que incrementa la densidad de las muestras para que se
depositen en el fondo de los pocillos y azul de bromofenol al 0,1 % -p/v- en TAE que se
desplaza con el frente de migracidon y, por tanto, permite controlar el transcurso de la
electroforesis) y utilizando el marcador de bajo Mr Low DNA Mass Ladder.

Finalmente, se realizaba la separacién electroforética de las muestras cargadas
aplicando un voltaje de 80-100 V unos 30 minutos.

4.7 Clonaje de los productos de PCR

Para separar entre si las diferentes isoformas amplificadas se realizd un clonaje de los
productos de PCR en el vector pCR™-Blunt [I-TOPO® con posterior transformacién bacteriana.

Se escogid este vector por ser de almacenamiento y abierto gracias a tener unido en
sus extremos romos a dos topoisomerasas | de Vaccinia virus, que se separan del mismo al
clonarse un determinado inserto. Por tanto, este sistema cuenta con la ventaja de no requerir
ninguna enzima de restriccidn ni ligasa (Tabla 9) para introducir los productos amplificados y
de no necesitar de ningln reactivo adicional para seleccionar aquellas colonias transformadas
correctamente, ya que en caso de introducirse el vector sin inserto éste no seria circular y seria
degradado por nucleasas bacterianas, mientras que en caso de cerrarse sin un inserto el vector
cuenta con el gen ccdB, letal en E. coli (Anexos), que causaria la muerte de la bacteria en
cuestion. Por tanto, Unicamente aquellas bacterias que hayan incorporado el vector con un
producto de PCR clonado (que interrumpe la expresién del gen fusionado lacZa-ccdB) seran las
que sobrevivan a la seleccién positiva dada por la resistencia a kanamicina.



Tabla 9. Reactivos para el clonaje de los productos de PCR (Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit)

Reactivo Volumen (pl)

Producto de PCR 3-4%*
Solucion de sal 1
H,0 miliQ 0-1
pCR™-Blunt II-TOPO® 1
Volumen final 6

*La cantidad afiadida de producto de PCR a la reaccién de clonaje depende de la intensidad observada
de las bandas electroforéticas, es decir, de la cantidad de producto amplificado. Por su parte, la solucion
de sal impide que una vez clonado el inserto las topoisomerasas pudieran revertir la reaccién de
integracidon, manteniéndose asi el DNA introducido.

4.8 Transformacion bacteriana
4.8.1 Preparacion de medios de cultivo

A la hora de trabajar con bacterias los medios que se necesitaron en el presente TFG
fueron LB, SOC y placas de kanamicina en medio LB para la transformacion. El primero se
prepard disolviendo 5 g de peptona, 2,5 g de extracto de levadura y 2,5 g de NaCl en 500 ml
de H,0 miliQ, con posterior esterilizacion en autoclave; el segundo es un medio mas rico que
el LB, utilizado para estimular el crecimiento bacteriano y comercializado en alicuotas por
Invitrogen™ con las MAX Efficiency®DH5a™; las placas de kanamicina se prepararon con los
mismos componentes que el medio LB mas 7,5 g de agar y 500 ul de kanamicina (50 mg/ml),
afiadida después de un autoclavado previo del resto de elementos. Tras obtener la solucidon
con todos los componentes se afiadieron unos 25 ml de la misma en distintas placas de Petri,
dejandolas solidificar, incubandolas a 37°C toda la noche vy, finalmente, almacenandolas a 4°C
selladas con parafilm para evitar contaminaciones hasta su uso posterior.

4.8.2 Internalizacion del DNA plasmidico en bacterias competentes

Tras realizar la mezcla de clonaje, dar un pequefo pulso y dejar incubar 30 minutos a
temperatura ambiente se realizé la transformacion bacteriana. Para ello, se utilizaron células
competentes de la cepa E. coli DH5a (MAX Efficiency®DH5a™) y se trabajé en condiciones de
esterilidad. En primer lugar, se descongelaron en hielo tres alicuotas de 25 pl de las bacterias
competentes (almacenadas a -80°C) a las que se afiadieron 2 pl de cada una de las mezclas de
clonaje. A continuacion se incubaron en bafio de hielo y cdmara fria 30 minutos, tiempo tras el
que se realizd un choque término para la transformacién bacteriana poniendo las muestras en
un thermoblock 45 segundos a 42°C (sin agitacion). Después se transfirieron rapidamente los
viales a un bafio de hielo en el que se incubaron 2 minutos para, posteriormente, aiadirle a
cada uno de los tres viales 250 pl de medio SOC. Seguidamente se incubaron las muestras 60
minutos a 37°C con 250 rpm de agitacion, a fin de favorecer el cierre de las membranas tras el
choque térmico y la oxigenacién apropiada para el crecimiento celular. Finalmente, las
bacterias transformadas se sembraron en tres placas de kanamicina con ayuda de un asa de
vidrio (esterilizada con etanol al 70%) y se dejaron crecer en una estufa toda la noche a 37°C.



4.9 Seleccidn de colonias por PCR de colonia

Para analizar la presencia de insertos de interés en los DNA plasmidicos se escogieron al
azar 10 colonias bacterianas de cada placa, se realizé un cultivo liquido de las mismas v,
posteriormente, una divisién de cada uno de ellos en dos alicuotas: una para la realizacién de
una PCR de colonia, en la que no se parte de DNA puro, sino de todo el material bacteriano
presente en el sobrenadante recogido y utilizado como molde (Tabla 10), llevando asi a
amplificados inespecificos (Figuras 4A-G); otra para la propagacion del DNA plasmidico de
aquellas muestras positivas para la PCR de colonia y su posterior secuenciacién.

Para ello, se recogieron las colonias seleccionadas de cada placa con un palillo estéril y
se inocularon en 50 pl de medio LB (dispuestos previamente en distintos eppendorf de 1,5 ml),
generando asi el cultivo liquido. A continuacion se estimuld el crecimiento bacteriano
disponiendo las muestras en un thermoblock a 37°C durante 30 minutos con agitacidn, tiempo
tras el que 25 pl de cada una de ellas se transfirieron a nuevos eppendorf y se guardaron a 4°C.
Con los 25 ul restantes se realizd la PCR de colonia (Tablas 10 y 11), previa ruptura de las
células por incubacién en thermoblock 5 minutos a 98°C y posterior centrifugacién a velocidad
maxima otros 5 minutos para separar el DNA plasmidico (entre otras moléculas) del resto de
componentes celulares. Por ultimo, se realizé una electroforesis (4.6 Electroforesis horizontal
en gel de agarosa) y se identificaron las colonias positivas para las isoformas de interés.

Tabla 10. Reactivos para amplificar los insertos introducidos en los vectores por PCR de colonia

Reactivo Concentracion | (dU) Volumen (ul) Concentracién Il (dU)
Tampodn* x10 4 x1
dNTPs 10 mM 0,50 200 pM

Taq polimerasa 5 U/ul 0,15 0,04 U/ul
TAU F/TAU 1bF 10 uM 0,75 0,3 uM
TAU R/TAU 4R 10 uM 0,75 0,3 uM

DNA molde - 2 -

H,0 miliQ - 18 -
Volumen final 25

*Contiene MgCl,.

Tabla 11. Programa de PCR de colonia (convencional)

Etapa Tiempo (s) Temperatura (°C)
1. Desnaturalizacién inicial 120 95
2. Desnaturalizacion 20 95
3. Hibridacion 20 56 30 ciclos
4. Extension 60/kb* 72
5. Final de la extensién 300 72
oo 4

*Extension de 90 segundos dado que las isoformas detectadas mediante electroforesis de colonia
presentaban un tamano en torno a 1200 pb (Figura 3A).



4.10 Aislamiento de DNA plasmidico

Los 25 pl restantes de cada uno de los cultivos preparados previamente (4.9 Seleccion
de colonias por PCR de colonia) y positivos para la PCR de colonia se llevaron a crecimiento
para aumentar el nimero de copias de DNA plasmidico presente en cada una de las muestras.
Para ello, cada uno de los 25 pl se dispusieron en tubos Falcon de 50 ml a los que previamente
se les habia afiadido 45 ml de medio LB con 45 pl de kanamicina (50 mg/ml), introducida con
objeto de mantener la necesidad del vector por parte de las E. coli DH5a y asi evitar la pérdida
del mismo. Una vez preparadas todas las suspensiones celulares se dejaron crecer toda la
noche a 37°C y 250 rpm de agitacion y al dia siguiente se extrajo el DNA plasmidico de las
mismas, siguiendo el protocolo de extraccién de Sigma-Aldrich y mediante el kit GenElute™
Plasmid Miniprep Kit de la misma compafiia. Finalmente, las moléculas extraidas se disolvieron
en 60 pl de H,0 miliQ y se cuantificaron por espectrofotometria mediante el espetofotémetro
NanoVue™ (4.2.3 Cuantificacion de la cantidad de RNA por espectrofotometria).

4.11 Secuenciacion de las isoformas presentes

La secuenciacién de los insertos clonados en el vector pCR™-Blunt [I-TOPQO® se realizo
en el Servicio de Secuenciacidn de DNA de la empresa Secugen S.L. Para ello se prepararon
muestras de un volumen de 15 pl y concentracién de 100 ng/ul de las muestras de DNA
plasmidico extraido y se enviaron a secuenciar, aprovechando los sitios de reconocimiento de
los primers F17 y R19 del fago M13 presentes en el vector. El uso de dos primers (directo e
inverso) es necesario para obtener las secuencias completas por tener todos los cDNA
detectados en torno a 1200 pb (Figura 3A) y ser la secuenciacidn por cada primer efectiva sdlo
en torno a 600 pb.

Finalmente, los resultados de secuenciacidn se analizaron con el software de
alineamiento de secuencias Codon code Aligner v3.7.1. (tomando como base el transcrito 204.
Tabla 1), estableciendo asi las isoformas existentes y la presencia o ausencia de variaciones
genéticas en las lineas estudiadas.



5. RESULTADOS

5.1 Cuantificacion de los grupos de isoformas 3R y 4R de MAPT en las lineas celulares
de estudio

A fin de cumplir los objetivos planteados en el presente trabajo en primer lugar se
comprobd que en los modelos celulares de estudio, es decir, las lineas S-K-N-BE(2)-C, SH-SY5Y
y hNSC existe expresion del gen MAPT y se midid la cuantificacidn relativa entre los grupos de
isoformas de la proteina tau presentes en cerebro adulto humano (3R y 4R) para verificar el
ratio 1:1 de los mismos*. Para ello se realizé un ensayo por gqPCR, incluyendo muestras de las
tres lineas de estudio por triplicado técnico, primers para los grupos de isoformas 3R y 4R
(Tabla 5) y para la B-actina (control interno) y tres controles negativos.

En particular, de todas ellas se analizé el Ct (ciclo en que, en escala logaritmica, el
producto amplificado supera un determinado umbral) para establecer los diferentes niveles de
expresion, teniendo presente que a menor Ct mayor amplificacion del cDNA de partida, es
decir, mayor cantidad de mRNA extraido y, por tanto, mayor expresion de MAPT y mayor
activacion de los mecanismos de splicing alternativo por los que se sintetizan las isoformas. En
concreto, el mMRNA obtenido se cuantificd con el método de aproximacién 2 (Tabla 12), que
presupone una eficiencia del 100% de los primers utilizados (sinénimo de duplicacién completa
de la cantidad de DNA presente en cada ciclo) y se basa en realizar la diferencia entre el Ct
obtenido para cada muestra ensayada y el Ct alcanzado por el control interno para la misma.

Tabla 12. Cuantificacién del mRNA de los grupos de isoformas 3R y 4R en cada linea celular

208Ct (3g)  pact (4R) 200t (3g) gt (3R)
SK-N-BE(2)-C | 0,012488 0,002775 0,007625 0,001025

SH-SY5Y 0,001376 0,000215 0,002167 0,000194
hNSC 0,000034 0,000014 0,000049 0,000007

Los datos enmarcados son los obtenidos en el presente TFG (izda.). Los datos no marcados son los
obtenidos previamente por el grupo de investigacidn Biogénesis y patologia mitocondrial (dcha.).

Posteriormente se obtuvo la relacion entre los valores obtenidos para el conjunto de
isoformas 3R y 4R de cada linea celular (Figura 2).

.. . Fig. 2. Cuantificacion relativa del
Expresion de las isoformas 3Ry 4R &

ratio de expresion de los grupos de
12

10 T

isoformas 3R y 4R en las lineas SK-N-
BE(2)-C, SH-SY5Y y hNSC. Los datos
ofrecidos proceden de triplicados

técnicos para ambos grupos de

isoformas en cada uno de los modelos

de estudio y de un duplicado

O N B O

bioldgico. Valores obtenidos por

SK-N-BE(2)-C SH-5Y5Y hNSC relacion de la cuantificacion del

Cuantificacion relativa (3R/4R)

Lineas celulares MRNA entre los grupos de isoformas
(Tabla 12).
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A la vista de los resultados obtenidos puede establecerse que las tres lineas presentan
expresion del gen MAPT y que dicha expresion es mayor en las SK-N-BE(2)-C y menor en las
hNSC puesto que en todas se partio de la misma cantidad de mRNA (Tabla 12). Asi mismo, se
puede observar que las isoformas 3R son mas abundantes que las 4R en todas las lineas
celulares y que la mayor diferencia entre ambos grupos se presenta en la linea SH-SY5Y,
después en la SK-N-BE(2)-Cy, por ultimo, en la hNSC.

Por otro lado, aunque los resultados obtenidos son satisfactorios se detecté una alta
desviacion estandar en las tres lineas celulares (2,07763 para la SK-N-BE(2)-C, 3,36356 para la
SH-SY5Y y 3,19185 para la hNSC). Esto puede deberse precisamente a que los datos proceden
de un duplicado bioldgico y a que en nuestras manos la eficiencia de los primers de las
isoformas 3R es del 83% en lugar del 100%, lo que afecta directamente a la validez del método

de aproximacién 2%

. Ademas, en los controles negativos de los primers de la B-actina no se
detectd amplificacion, pero en los de los primers de las isoformas 3R y 4R se registraron
amplificaciones a Ct no demasiado elevados (33,08 para los de las isoformas 3R y 34,06 para
los de las 4R), lo que sugiere la existencia de artefactos por hibridacion de los primers de cada

pareja entre si.

En definitiva, el andlisis por qPCR indica que en los tres modelos celulares existe
expresion del gen MAPT y una mayor presencia de las isoformas 3R con respecto a las 4R.

5.2 Amplificacion de las isoformas de la proteina tau y seleccion de las colonias
transformadas

Establecida la presencia de los dos grupos de isoformas de la proteina tau el siguiente
paso fue determinar qué isoformas de las 6 existentes en cerebro adulto humano (Figura 1;
Tabla 1) se encuentran en los tres modelos de estudio. Para ello fue necesaria la separacion de
los transcritos formados a partir de MAPT en diferentes unidades formadoras de colonias.
Primero se extrajo el RNA total de tres pellets de las lineas S-K-N-BE(2)-C, SH-SY5Y y hNSC,
después se obtuvo el cDNA de los mismos por retrotranscripcidon y, posteriormente, dicho
cDNA se amplific6 por PCR con una polimerasa de alta eficiencia (PHS Il polimerasa). A
continuaciéon se clonaron los productos amplificados en un vector de almacenamiento
(pCR™-Blunt [I-TOPO®) y se transformaron bacterias E. coli DH5a, de forma que por
probabilidad cada unidad formadora de colonia sélo internalizé un vector, teniendo cada
vector un sélo inserto y siendo asi en principio cada colonia crecida representativa de una
isoforma concreta, con verificacidon posterior mediante PCR de colonia.

En particular, tras obtener el cDNA por retrotranscripcion se realizé6 una PCR con los
primers TAU 4R y TAU 4F (Tabla 8) a distintas temperaturas de hibridacién (Figuras 3Ay 3B) y
entre los amplificados obtenidos en las tres lineas se observé una en torno a 1200 pb que,
teniendo en cuenta el reducido tamafio y la porosidad del gel (1% (p/v)), se esperaba que
incluyese a los cDNAs de las 6 isoformas de interés (Anexos). Se obtuvo una mayor
especificidad a una Tm de hibridacién de 66°C (Figura 3A), proxima a la recomendada (Tabla
8), razén por la que se escogieron los productos de esta primera PCR a fin de minimizar el
posterior clonaje de productos de no interés. Después se realizd una PCR de colonia de 10
colonias elegidas al azar de cada una de las tres placas de las E. coli DH5a transformadas



(Figuras 4A-C) para seleccionar las colonias positivas, es decir, las que contuviesen un inserto
en torno a 1200 pb (mas algunas excepciones - colonia 4, figura 4A; colonia 5, figura 4B;
colonias 2y 9, figura 4C - con una banda de interés muy tenue).

Dados los resultados obtenidos tras secuenciar (Tabla 14) volvio a realizarse el ensayo
por completo con los mismos primers a fin de incrementar el nimero de colonias estudiadas y
asi la probabilidad de encontrar nuevas isoformas. Primero se volvieron a realizar dos PCRs
con las mejores temperaturas de hibridacion del primer ensayo (Figura 3C), siendo en este
caso los productos de PCR algo menos inespecificos con la hibridacién a 65°C, motivo por el
fueron los clonados. Ademads, en este segundo ensayo se optd por no clonar el material
amplificado de las hNSC, sobre todo por los resultados negativos obtenidos previamente con
un amplificado de similar intensidad (Figura 3A). Después se realizé la PCR de colonia de otras
10 colonias seleccionadas al azar de cada una de las dos placas de E. coli DH5a generadas y se
establecieron las colonias positivas siguiendo los mismos criterios que en el primer ensayo
(figuras 4D y 4E).

Al no conseguirse detectar nuevas isoformas (Tabla 14) se realizé un tercer ensayo con
los primers TAU 1bF y TAU 4R, estableciendo una nueva puesta a punto del protocolo: se
probaron diferentes Tm a partir de la recomendada (Tabla 8) y se parti6 de una mayor
cantidad de RNA total para las hNSC (2 ul en lugar de 1 pl), asi como de una mayor cantidad de
cDNA en algunas de las mezclas de PCR (2 pl en lugar de 1 pl), en un intento de conseguir una
mayor cantidad de amplificado y, por tanto, de los transcritos de interés. Con esta nueva
pareja de primers se obtuvieron resultados mas especificos que en los dos primeros ensayos,
pero con amplificados de menor intensidad (Figura 3D). Por su parte, tras visualizar los
resultados de las PCRs de colonia (Figuras 4F y 4G) se enviaron a secuenciar todas las colonias,
incluida la 9, ya que en esta muestra probablemente no se obtuviese ningiin amplificado por
fallo a la hora de preparar la PCR de colonia. No se realizé PCR de colonia de las hNSC por
ausencia de crecimiento bacteriano (Tabla 13).

Cabe destacar que la obtencién de amplificados inespecificos en las PCR de colonia
(Figuras 4A-E) no constituye un resultado inesperado, sino al contrario, ya que se trata de un
ensayo cuyo fin es realizar un primer cribado. A esta inespecificidad contribuye que el DNA
molde de la misma se trate de un producto no purificado en el que se encuentra el inserto de
interés entre otras moléculas, asi como la aplicacion de una temperatura de hibridacién (Tabla
11) muy diferente a la recomendada (Tabla 8). Esto ultimo permite explicar la diferencia entre
las PCR de colonia con los primers TAU F-TAU R (Figuras 4A-E) y TAU 1bF-TAU 4R (Figuras 4F
e 4G), dado que la temperatura de fusién recomendada de estos ultimos (Tabla 8) es mas
proxima a la Tm aplicada que la de los primers TAU 4F y TAU 4R, obteniéndose asi productos
mucho mas especificos (Figuras 4F y 4G).

En resumen, las amplificaciones realizadas revelan que en las tres lineas celulares
existe amplificado de interés representativo de todas las isoformas, que pueden existir
colonias bacterianas con cDNA de las isoformas de las tres lineas y que se obtienen
amplificados mas especificos con los primers TAU 1bF y TAU 4R.
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Fig 3. Amplificacion mediante retrotranscripcion y PCR de los transcritos de MAPT en las lineas SK-N-
BE(2)-C, SH-SY5Y y hNSC. (A) y (B) Primer ensayo con los primers TAU F y TAU R (Tabla 8) y a distintas
Tm, con banda de interés representativa de las 6 isoformas de tau en cerebro adulto humano en torno a
1200 pb. Menor inespecificidad a 66°C; (C) Segundo ensayo con los mismos primers que en el primer
ensayo y mayor especificidad a 65°C; (D) Tercer ensayo con distintos volumenes de cDNA y nueva pareja
de primers (TAU 1bF y TAU 4R (Tabla 8)). Se obtienen los resultados mas especificos. Ensayo:
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v); M marcador de pesos moleculares Low DNA Mass Ladder.
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Fig. 4. Amplificacion de las isoformas de tau en colonias bacterianas transformadas con material
genético de las lineas SK-N-BE(2)-C, SH-SY5H y hNSC. (A), (B) y (C) Primer ensayo con los primers TAU F
y TAU R (Tabla 8). Practicamente no aparece ninguna banda de interés (<1200 pb) en las colonias del
analisis A (linea hNSC), pero si en los experimentos B y C (lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y). Se obtienen
bandas inespecificas como resultado de realizarse con muestras de DNA no purificado y aplicar una Tm
poco restrictiva (Tabla 11); (D) y (E) Segundo ensayo. Mismos primers que en el primer ensayo. Aparece
banda de interés en algunas colonias de ambas experiencias; (F) y (G) Tercer ensayo utilizando nuevos
primers (TAU 1bF y TAU 4R (Tabla 8)) en el que se obtienen los resultados mas especificos, con banda de
interés en todas las colonias analizadas excepto en la novena del analisis G. Ensayo: electroforesis en gel
de agarosa al 1% (p/v); M marcador de pesos moleculares Low DNA Mass Ladder. Marcadas en blanco
colonias enviadas a secuenciar pese a apenas apreciarse banda de interés.

5.3 Comparacion del crecimiento de colonias segun el material genético inicial

De forma previa a la realizacién de la PCR de colonia, las bacterias E. coli DH5a fueron
transformadas con los productos de PCR clonados en el vector pCR™-Blunt II-TOPQO® y se
cultivaron en medio LB con kanamicina para poder seleccionarlas positivamente. A las 24 horas
se llevd a cabo un recuento de las colonias formadas en cada placa para valorar el crecimiento
bacteriano segun la procedencia celular del material genético clonado.

Tabla 13. Recuento aproximado de las colonias de E. coli DH5a

SK-N-BE(2)-C SH-SY5Y hNSC

Primer ensayo >400 50 >>400
Segundo ensayo >400 40 -
Tercer ensayo 90 30 0

Los resultados obtenidos (Tabla 13) permiten establecer que, en el caso del material
genético procedente de las SK-N-BE(2)-C y las SH-SY5Y, el nimero de colonias obtenido de las
E. coli DH5a fue similar en los dos primeros ensayos y diferente en el tercero. Ademas, para
ambas lineas los resultados obtenidos son coincidentes con las electroforesis realizadas
(Figuras 3A, 3Cy 3D) por obtenerse una mayor cantidad de amplificado y, por tanto, mas cDNA
de interés, en los dos primeros ensayos que en el tercero. En este ultimo, el menor
crecimiento puede deberse a la menor obtencién de productos inespecificos y, por tanto,
menor el crecimiento bacteriano por haber menos amplificados inespecificos que pudieran
clonarse e introducirse después en las bacterias competentes.

Por su parte, en el caso de las colonias crecidas con insertos de las hNSC los datos
obtenidos fueron muy dispares: en el primer ensayo fue la placa de mayor crecimiento
bacteriano, mientras que en el tercero no crecié ninguna colonia. En el primero se observé una
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fuerte inespecificidad de amplificados en torno a 400 pb en las hNSC (Figura 3A), lo que
sugiere que se clonaron muchos de estos productos inespecificos por ser mas sencilla la
integracion de los mismos que de otros fragmentos de DNA de mayor tamafio, y que estos
fueron los introducidos por las bacterias, de ahi su elevado crecimiento. Esta observacion se ve
reafirmada por los amplificados a unas 400 pb obtenidas por PCR de colonia (Figura 4A) y la
ausencia de isoformas detectadas al analizar las secuencias obtenidas (Tabla 14).

En sintesis, el andlisis del crecimiento bacteriano reafirma la mayor especificidad dada
por los primers TAU 1bF y TAU 4Ry justifica el gran nimero de colonias formadas de las E. coli
DH5a con material genético de las hNSC por posible transformacion con insertos de no interés.

5.4 Isoformas y variaciones encontradas de MAPT en los modelos celulares

Tras realizar el primer cribado por PCR de colonia era necesaria una prueba
confirmatoria de la existencia de las isoformas de la proteina tau en las bacterias
transformadas y que a su vez permitiese establecer las isoformas concretas presentes en cada
linea, asi como el analisis de sus secuencias con objeto de validar los modelos celulares
utilizados para estudios posteriores. Para ello, se extrajo el DNA plasmidico de las colonias
positivas para la banda de interés y se mandaron todas las muestras obtenidas a secuenciar.

Tabla 14. Isoformas detectadas en las lineas de estudio

SK-N-BE(2)-C3 SH-SY5Y;

1 Fetal - 0 Fetal - B Fetal
2 Fetal - 0 - Fetal Fetal Fetal
3 - - 0 Fetal - Fetal Fetal
4 - - - - - D Fetal
5 - - 0 - Fetal B Fetal
6 - = 0 - - Fetal Fetal
7 Fetal - 0 - - Fetal Fetal
8 Fetal - 0 Fetal - Fetal Fetal
9 0 Fetal 0 - 0 Fetal -
10 Fetal 0 = Fetal - Fetal Fetal

1, 2» 3= humero de ensayo al que pertenecen los resultados; 0 = colonia picada, pero no secuenciada por
ausencia de banda de interés en la PCR de colonia; - = colonia picada y secuenciada, pero secuencia
obtenida no correspondiente a ninguna isoforma de tau; rojo = variaciones detectadas.

La secuenciacidn permitid establecer que con los primers TAU F y TAU R se obtuvieron
amplificados de = 1200 pb (Figuras 4A-E) que no eran isoformas (Tabla 14), posiblemente
porque el tampon HF (Tabla 6) estuviera contaminado con algin DNA con el que hibridasen los
primers, generando una secuencia de dicho tamafio. Ademas, no se consiguié establecer
ninguna isoforma ni estudiar ninguna variacién en la linea hNSC por ausencia de secuencias
de interés, pero si en la SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C. Concretamente, en las SH-SY5Y sélo se
detectd la isoforma fetal, mientras que en las SK-N-BE(2)-C se consiguieron encontrar las
isoformas B, D y fetal, siendo ésta ultima la mayoritaria. Concretamente, los mejores



resultados se obtuvieron con los primers TAU 1bF y TAU 4R por ser en el tercer ensayo en el

que se detectd una mayor cantidad y variedad de isoformas, de forma que segun lo explicado

en el apartado 4.5.1 Seleccion de los primers utilizados, |la informacidn correcta es la disponible

en NCBI por haberse detectado precisamente las isoformas D y fetal. Ademas, la amplificacion

obtenida con dichos primers fue mas especifica con practicamente sélo aparicién de la banda

de interés (Figura 3D), lo que, junto a una menor expresion de las isoformas (Figura 2), justifica

gue no creciese ninguna colonia con cDNA de las hNSC (Tabla 13): en el tercer ensayo no hubo

amplificados inespecificos que se clonasen en el vector comercial y con el que las bacterias

pudiesen transformarse y crecer posteriormente en las placas de kanamicina.

En cuanto a las variaciones de MAPT, tanto en la linea de las SK-N-BE(2)-C como en la
de las SH-SY5Y se detectaron posibles variaciones con respecto a la secuencia consenso en
dos colonias (Tabla 14). En concreto, dos cambios puntuales, generando cada uno un
contrasentido: K267E en las SK-N-BE(2)-C y Q244R en las SH-SY5Y (Figura 5), ambos cambios
en principio en heterocigosis por no aparecer en otras secuencias obtenidas en estas lineas y

muy invalidantes para ambas por pasar de un residuo con carga positiva a negativa (SK-N-

BE(2)-C) o sin carga a carga positiva (SH-SY5Y). Sin embargo, ni en la bibliografia'! ni en las

bases de datos (Figura suplementaria 4) existen dichas variaciones en la isoforma F de

referencia (Tabla 1), lo que unido a haberlas detectado en una Unica colonia para cada linea

sugiere que dichos cambios no se tratan de variaciones genéticas, sino errores cometidos por

la PHS Il polimerasa (a pesar de ser de alta fidelidad).
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Fig. 5. Alineamiento entre las secuencias de isoformas obtenidas de las lineas SK-N-BE(2)-C (izda.) y

SH-SY5Y (dcha.) con los primers F17 y R19 (secuencias inferiores) y la secuencia consenso de la

isoforma F (secuencia superior). En ambos casos cambia una A por una G en el exén 9 (Figura

suplementaria 5) en posiciones no registradas (K267E, izda. Q244R, dcha.) y tanto en las secuencias

obtenidas con los primers directo (F17) y reverso (F19) en el vector pCR™-Blunt [I-TOPO®, luego no son

variaciones ni un error de secuenciacion, sino un fallo previo de la PHS Il polimerasa.

En conclusién, el andlisis de las secuencias amplificadas y clonadas revela la ausencia

de variaciones en los transcritos secuenciados de las lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y, la

presencia en las mismas de, al menos, las isoformas fetal (en ambas), By D (en SK-N-BE(2)-C) y

la necesidad de repetir el ensayo completo en distintas condiciones con las hNSC.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se ha caracterizado el gen MAPT en las lineas celulares hNSC,
SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C para validarlas como modelo de estudio de la EA en ensayos
posteriores. Por qPCR se ha analizado la expresion de MAPT y la presencia de los grupos de
isoformas 3R y 4R de cada una de las lineas, obteniéndose un incremento de las isoformas 3R
con respecto de las 4R en los tres modelos celulares de estudio (Figura 2) y, por tanto,
diferente a la proporcion 1:1 esperada’®. Estos resultados coinciden con la posterior
amplificacion por PCR con polimerasa de alta fidelidad, clonaje en bacterias E. coli DH5a y
secuenciaciéon de las isoformas presentes en las tres lineas celulares por detectarse
especialmente la isoforma fetal en la linea SK-N-BE(2)-C y exclusivamente en la linea SH-SY5Y
(Tabla 14), perteneciendo dicha isoforma al grupo de las 3R (Figura 1; Tabla 1). En la linea
hNSC no se detecté ninguna secuencia de interés, posiblemente por la menor expresién del
gen MAPT en la misma (Tabla 12) y amplificacidon y posterior clonaje de productos de PCR
inespecificos (Figura 3A; Tabla 13).

En el caso de la linea hNSC la mayor expresion de la isoforma fetal puede deberse a
que derivan de células madre embrionarias humanas (hESC), cuando durante el desarrollo fetal
dicha isoforma es la Unica expresada®. Sin embargo, tras el nacimiento su expresién se ve
disminuida, incrementdndose la del resto de isoformas hasta alcanzar el ratio igual a 1 de las
isoformas 3R y 4R presente en el cerebro adulto humano®**
mayor presencia de la isoforma fetal en las lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y se deba a que

dichas células son neuroblasticas, es decir, originadas a partir de células cancerosas del tejido

. Por tanto, es posible que la

nervioso simpatico y aisladas de dos nifios (2 y 4 afios, respectivamente) y no de un cerebro
humano completamente adulto. Otra posibilidad deriva de la observacion de que la isoforma
fetal es una isoforma 3R y se encuentra en equilibrio entre altamente fosforilada y con baja
fosforilacién, lo que se debe a la reversibilidad del proceso durante el desarrollo
embrionario™. En consecuencia, la isoforma fetal es menos afin a los microtdbulos que otras
isoformas, pero no genera agregados patoldgicos®, motivo por el que se cree que estas
caracteristicas de la isoforma fetal conducen a una plasticidad celular que favorece la
proliferacion celular®. Esto sugiere que las lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y expresan en mayor
cantidad la isoforma fetal con objeto de adquirir un fenotipo embrionario y ganar asi
capacidad proliferativa.

Finalmente, la ausencia de variaciones en los transcritos secuenciados respecto a la
secuencia consenso de MAPT (Tabla 14; Figura 5) en las lineas celulares SK-N-BE(2)-C y SH-
SY5Y las valida para ser diferenciadas a neuronas colinérgicas y utilizadas como modelo de
estudio de la EA, pudiendo estudiar y comparar la diferencia de expresién de las isoformas en
estado diferenciado y sin diferenciar, asi como analizar las bases moleculares de la proteina
tau. Ademas, al presentar una mayor expresion de la isoforma fetal y encontrarse fosforilada
en residuos descritos en la EA (como S199, S202 y T205), pero no en el cerebro adulto humano
sano’>?® lleva a proponerlas como modelos de estudio en si mismas para estudiar la regulacién
de dicha isoforma y su papel concreto en diferentes etapas del desarrollo. Por su parte, habria
que repetir el ensayo completo en distintas condiciones con la linea hNSC, modelo que
merece la pena estudiar por ser el mas similar a las neuronas sanas del cerebro humano y por



haberse detectado previamente las 6 principales isoformas en neuronas derivadas de células

madre embrionarias (hESC, que se diferencian a hNSC y éstas a las neuronas finales)®, asi

como en neuronas derivadas de células madre pluripotentes inducidas humanas (hiPSC)™®.

7. CONCLUSIONES

7.1 Conclusiones

Las lineas celulares hNSC, SH-SY5Y y SK-N-BE(2)-C presentan expresion del gen MAPT,
siendo en todas ellas mayor el conjunto de transcritos 3R con respecto a los 4R.

En las lineas SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y la mayor presencia de las isoformas 3R se
corresponde con una mayor expresion de la isoforma fetal, posiblemente debida al
favorecimiento de la plasticidad celular por parte de la misma y, por tanto, la
proliferacién de las células tumorales.

No se han detectado variaciones genéticas en los transcritos secuenciados de MAPT
ni en la linea SK-N-BE(2)-C ni en la SH-SY5Y, validando asi su uso para estudios
posteriores de las bases moleculares de la proteina tau en la enfermedad de
Alzheimer.

Es necesario completar el analisis de la linea hNSC antes de poder utilizarla como
modelo de estudio de la enfermedad de Alzheimer.

7.2 Conclusions

hNSC, SH-SY5Y and SK-N-BE(2)-C cell lines show MAPT gene expression with more 3R
transcripts with respect to 4R transcripts synthesis.

In SK-N-BE(2)-C y SH-SY5Y cell lines 3R isoforms presence is greater than 4R isoforms
because of a higher fetal isoform expression, which might stimulates cell plasticity
and hence tumoral cells proliferation.

No genetic variations have been found in SK-N-BE(2)-C and SH-SY5Y lines MAPT
sequenced transcripts. Consequently both cells lines are suitable to study tau protein
molecular basis in Alzheimer's disease.

More research is necessary in order to use hNSC cell line as a study model for
Alzheimer's disease.
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9. ANEXOS

9.1 Secuencias de las isoformas (NCBI)

Transcript: MAPT-203 (Isoform G)

Nucleotide Sequence (2331 nt):

ATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GATGGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGGT TGEGGGACAGGA
AAGAT CAGGGGEGECTACACCAT GCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACGCT GGCCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CTGAGGAACCGGECECT CTGAAACCT CTGATGCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGGAAGATGT GACAGCACCCT TAGT GGAT GAGGGAGCT CCCGGCAAGCAGGECT GCCGCGCAGCCCC
ACACGCGAGAT CCCAGAAGGAACCACAGCT GAAGAAGCAGGCAT TCGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACCA
ACGCTGCTGGT CACGT GACCCAAG

CTCGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGGGACT GGAAGCGATGACAAAAAAGCCAAG

GGGGECTGATGGTAAAACGAA
GATCGCCACACCGCGCEEGEAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGGGECCAGGCCAACGCCACCAGGAT TCCAGCA
AAAACCCCGCCCGCT CCAAAGACACCACCCAGCT CTGCGACT AAGCAAGT CCAGAGAAGACCACCCCCTG
CAGGGCCCAGAT CT GAGAGAGGT GAACCT CCAAAAT CAGGEGGAT CGCAGCGECTACAGCAGCCCCGEECTC
CCCAGGCACT CCCGEECAGCCGCT CCCECACCCCGT CCCTTCCAACCCCACCCACCCGEGAGCCCAAGAAG
GI'GGCAGT GGT CCGTACT CCACCCAAGT CGCCGT CTTCCGECCAAGAGCCGCCT GCAGACAGCCCCCGTGC
CCATGCCAGACCTGAAGAATGT CAAGT CCAAGAT CGGCT CCACT GAGAACCT GAAGCACCAGCCGEGAGG
CGGGAACGT GCAGATAATTAATAAGAAGCT GGAT CT TAGCAACGT CCAGT CCAAGT GTGGCTCAAAGGAT
AATATCAAACACGT CCCCEGAGGECGECAGT GTGCAAATAGT CTACAAACCAGT TGACCT GAGCAAGGT GA
CCTCCAAGT GT GGCTCATTAGGCAACAT CCATCATAAACCAGCGAGGT GGCCAGGT GGAAGTAAAATCTGA
GAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGT CCAGT CGAAGAT TGGGT CCCTGGACAATAT CACCCACGT CCCTGEC
GGAGGAAATAAAAAGAT TGAAACCCACAAGCT GACCT TCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACG
GGGCCGAGATCGT GTACAAGT CGCCAGT GGTGT CTGEGGACACGT CTCCACGGCATCTCAGCAATGICTC
CTCCACCGGCAGCATCGACATGGTAGACT CGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCT GACGAGGT GTCTGCCTCC
CTGGCCAAGCAGGGTTTGTGA

Transcript: MAPT-201 (Isoform PNS)
Nucleotide Sequence (2277 nt):

ATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GATGGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGGT TGEGGEGACAGGA
AAGAT CAGGGGEGECTACACCAT GCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACGCT GGCCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CT GAGGAACCGGECECTCTGAAACCT CTGAT GCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGGAAGATGT GACAGCACCCT TAGT GGAT GAGGGAGCT CCCGGCAAGCAGGECT GCCGCGCAGCCCC
ACACGCGAGAT CCCAGAAGGAACCACAGCT GAAGAAGCAGGCAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACCA
ACGCTGCTGGT CACGT GACCCAAG

Exon 4a

Exon 6

Exon 8
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CTCGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGGEGACT GGAAGCGAT GACAAAAAAGCCAAG

GGGGCTGATGGTAAAACGAA
GATCGCCACACCGCGEEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGEGECCAGGCCAACGCCACCAGGAT TCCAGCA
AAAACCCCGCCCCCT CCAAAGACACCACCCAGCT CTGGT GAACCT CCAAAAT CAGGGGAT CGCAGCGECT
ACAGCAGCCCCGEGECT CCCCAGGCACT CCCGECAGCCGCT CCCGCACCCCGT CCCTTCCAACCCCACCCAC
CCGGGAGCCCAAGAAGGT GECAGT GGT CCGTACT CCACCCAAGT CGCCGT CTTCCGCCAAGAGCCECCT G
CAGACAGCCCCCGT GCCCATGCCAGACCT GAAGAATGT CAAGT CCAAGAT CGGCTCCACTGAGAACCTGA
AGCACCAGCCGGEGAGECCEGAAGGT GCAGATAAT TAATAAGAAGCT GGATCTTAGCAACGT CCAGT CCAA
GTGTGGCTCAAAGGATAATAT CAAACACGT CCCGCGAGCCGGECAGT GTGCAAATAGT CTACAAACCAGT T
GACCT GAGCAAGGT GACCT CCAAGT GT GGCTCAT TAGGCAACAT CCATCATAAACCAGGAGGT GGCCAGG
TGGAAGTAAAAT CTGAGAAGCT TGACT TCAAGGACAGAGT CCAGT CGAAGAT TGGEGT CCCTGGACAATAT
CACCCACGT CCCT GCCGGAGGAAATAAAAACGAT TGAAACCCACAAGCT GACCT TCCGCGAGAACGCCAAA
GCCAAGACAGACCACGGEECECEGAGAT CGT GTACAAGT CCCCAGT GGT GT CTGEEGACACGT CTCCACGEC
ATCTCAGCAATGI CTCCTCCACCGGCAGCAT CGACAT GGTAGACT CGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCTGA
CGAGGT GTCTGCCTCCCTGECCAAGCAGGEGT TTGTGA

Transcript: MAPT-204 (Isoform F)
Nucleotide Sequence (1326 nt):

ATGGECTGAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GATGGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGEGT TGCGGEGACAGGA
AAGAT CAGCGGEGECECTACACCATGCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACGCT GECCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CTGAGGAACCGEGECECT CTGAAACCT CTGATGCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGCGAAGATGT GACAGCACCCT TAGT GGAT GAGGGAGCT CCCGGCAAGCAGGECT GCCGCGCAGCCCC
ACACGGAGAT CCCAGAAGGAACCACAGCT GAAGAAGCAGGECAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACCGA
AGCTCCTGGT CACGT GACCCAAGCT CGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGGGACT GGAAGCGATGACAAA
AAAGCCAAGGGEGECECT GATGGT AAAACGAAGAT CGCCACACCGCGEGEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGG
GCCAGGCCAACGCCACCAGGAT TCCAGCAAAAACCCCGCCCGCT CCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGA
ACCTCCAAAAT CAGGEGCGAT CGCAGCGECT ACAGCAGCCCCEECT CCCCAGGCACT CCCGECAGCCELCTCC
CGCACCCCGT CCCTTCCAACCCCACCCACCCGEEGAGCCCAAGAAGGT GECAGT GGTCCGTACT CCACCCA
AGT CCCCGT CT TCCGCCAAGAGCCCGCCT GCCAGACAGCCCCCGT GCCCAT GCCAGACCTGAAGAATGT CAA
GTCCAAGAT CGGCTCCACT GAGAACCT GAAGCACCAGCCGGEGAGGECCEGAAGGT CCAGATAATTAATAAG
AAGCCTGGATCT TAGCAACGT CCAGT CCAAGT GT GGCTCAAAGGATAATAT CAAACACGT CCCCEGAGECG
GCAGT GTGCAAATAGT CTACAAACCAGT TGACCT GAGCAAGGT GACCT CCAAGT GTGGECTCATTAGGCAA
CATCCATCATAAACCAGGAGGT GGCCAGGT GGAAGT AAAAT CTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTC
CAGT CGAAGAT TGGGT CCCTGGACAATAT CACCCACGT CCCTGCCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCC
ACAACCT GACCT TCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGEEGECGGAGATCGTGTACAAGT CGCC
AGTGGT GTCTGGGGACACGT CTCCACGGECAT CTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGECAGCATCGACATGGTA
GACTCGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCT GACGAGGT GT CTGCCTCCCTGECCAAGCAGGGT TTGTGA

Transcript: MAPT-205 (Isoform C)
Nucleotide Sequence (1233 nt):

ATGGECTGAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GATGGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGEGT TGCGGEGACAGGA
AAGAT CAGCGGEGECECTACACCATGCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACGCT GGCCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CTGAGGAACCGEGEECT CTGAAACCT CTGATGCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGCGAAGATGT GACAGCACCCT TAGT GGAT GAGGGAGCT CCCGECAAGCAGGECT GCCGCGCAGCCCC
ACACGGAGAT CCCAGAAGGAACCACAGCT GAAGAAGCAGGECAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACCGA
AGCTCCTGGT CACGT GACCCAAGCT CGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGGGACT GGAAGCGATGACAAA
AAAGCCAAGGGEGECECT GATGGT AAAACGAAGAT CGCCACACCGCGEGEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGG
GCCAGGCCAACGCCACCAGGAT TCCAGCAAAAACCCCGCCCGCT CCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGA
ACCTCCAAAAT CAGGEGGAT CGCAGCGECT ACAGCAGCCCCAEECT CCCCAGGCACT CCCGECAGCCELCTCC
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CGCACCCCGT CCCT TCCAACCCCACCCACCCGEGAGCCCAAGAAGGT GGCAGT GGTCCGTACT CCACCCA
AGTCGCCGT CTTCCGCCAAGAGCCGCCT GCAGACAGCCCCCGT GCCCAT GCCAGACCT GAAGAATGTCAA
GTCCAAGATCGGCTCCACT GAGAACCT GAAGCACCAGCCGEGAGGECGEEGAAGGT GCAAATAGT CTACAAA
CCAGT TGACCT GAGCAAGGT GACCT CCAAGT GT GCCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGT G
GCCAGGT GGAAGTAAAAT CTGAGAACCT TGACT TCAAGGACAGAGT CCAGT CGAAGATTGGGT CCCTGGA
CAATATCACCCACGT CCCT GGCGCGAGGAAAT AAAAAGAT TGAAACCCACAAGCTGACCT TCCCCGAGAAC
GCCAAAGCCAAGACAGACCACGEEGECGEGAGAT CGT GTACAAGT CECCAGT GGT GT CTGEGGACACGT CTC
CACGGCATCTCAGCAATGT CTCCT CCACCGGCAGCAT CGACAT GGTAGACT CGCCCCAGCT CGCCACCGCT
AGCTGACGAGGT GTCTGCCTCCCTGGCCAAGCAGEGTTTGTGA

Transcript: MAPT-202 (Isoform E)
Nucleotide Sequence (1239 nt):

AT GCCT GAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GAT GGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGGT TGGGEGGACAGGA
AAGAT CAGCGEGEGEGECTACACCAT GCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACCGCTGECCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CT GAGGAACCGEGEECT CTGAAACCT CTGATGCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGGAACCT GAAGAAGCAGGCAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACGAAGCT GCTGGT CACGT GA
CCCAAGCT CGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGCGGACT GGAAGCGATGACAAAAAAGCCAAGEEEECTGA
TGGTAAAACGAAGAT CGCCACACCGCGEEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGGGECCAGGCCAACGCCACC
AGGATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCT CCAAAGACACCACCCAGCT CTGGT GAACCT CCAAAAT CAGEGEG
ATCGCCAGCGGECTACAGCAGCCCCGECT CCCCAGGCACT CCCGECAGCCGECT CCCGCACCCCGICCCTTCC
AACCCCACCCACCCGEEGAGCCCAAGAAGGT GECAGT GGTCCGTACT CCACCCAAGT CGCCGTCTTCCGCC
AAGAGCCGCCT GCAGACAGCCCCCGT GCCCAT GCCAGACCT GAAGAATGTCAAGT CCAAGAT CGGCTCCA
CTGAGAACCT GAAGCACCAGCCGEGAGECGEEAAGGT GCAGATAAT TAATAAGAAGCT GGATCTTAGCAA
CGTCCAGT CCAAGT GTGGCTCAAAGGATAATAT CAAACACGT CCCCEGAGGCGECAGT GTGCAAATAGTC
TACAAACCAGT TGACCT GAGCAAGGT GACCT CCAAGT GT GGCTCAT TAGGCAACAT CCATCATAAACCAG
GAGGT GGCCAGGT GGAAGT AAAAT CTGAGAAGCT TGACT TCAAGGACAGAGT CCAGTCGAAGAT TGGGTC
CCTGGACAATATCACCCACGT CCCTGECGGAGGAAATAAAAAGAT TGAAACCCACAAGCTGACCT TCCGC
GAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGCEGEECCGAGATCGT GTACAAGT CGCCAGT GGT GTCTGGGGACA
CGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGT CTCCTCCACCGGECAGCATCGACATGGTAGACT CGCCCCAGCTCGC
CACGCTAGCT GACGAGGT GTCTGCCTCCCTGECCAAGCAGGGT TTGTGA

Transcript: MAPT-002 (Isoform D)

Nucleotide Sequence (1152 nt):

AT GCCT GAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GAT GGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGGT TGGGEGGACAGGA
AAGAT CAGCGEGGEGECTACACCAT GCACCAAGACCAAGAGGEGT GACACGGACGCT GGCCTGAAAGCT GAAGA
AGCAGGCAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACGAAGCT GCTGGT CACGT GACCCAAGCTCGCATGGTC
AGTAAAAGCAAAGACGGGACT GGAAGCGATGACAAAAAAGCCAAGEGEGECECT GATGGT AAAACGAAGAT CG
CCACACCGCGEGEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAGGATTCCAGCAAAAAC
CCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCT CTGGTGAACCT CCAAAAT CAGGGGAT CGCAGCGGCTACAGC
AGCCCCGEECT CCCCAGGCACT CCCGGCAGCCGLCT CCCGCACCCCGT CCCT TCCAACCCCACCCACCCEEG
AGCCCAAGAAGGT GGCAGT GGT CCGTACT CCACCCAAGT CGCCGT CT TCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGAC
AGCCCCCGT GCCCAT GCCAGACCT GAAGAAT GT CAAGT CCAAGAT CGGCTCCACT GAGAACCT GAAGCAC
CAGCCGGGAGGECCEGAAGGT GCAGATAAT TAATAAGAAGCT GGATCT TAGCAACGT CCAGT CCAAGT GT G
GCTCAAAGGATAATAT CAAACACGT CCCGGGAGGCGECAGT GTGCAAATAGT CTACAAACCAGT TGACCT
GAGCAAGGT GACCTCCAAGT GTGGCT CAT TAGGCAACAT CCATCATAAACCAGGAGGT GGCCAGGT GGAA
GIAAAATCTGAGAAGCT TGACT TCAAGGACAGAGT CCAGT CGAAGAT TGGGT CCCTGGACAATATCACCC
ACGT CCCTGCCGCAGGAAATAAAAAGAT TGAAACCCACAACGCT GACCT TCCGCGAGAACGCCAAAGCCAA
GACAGACCACGGEGECGEGAGAT CGT GTACAAGT CACCAGT GGT GT CTGGGGACACGT CTCCACGECATCTC
AGCAATGTCTCCTCCACCGGECAGCATCGACAT GGTAGACT CGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCT GACGAGG
TGTCTGCCTCCCTGECCAAGCAGGGTTTGTGA
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Transcript: MAPT-001 (Fetal isoform)
Nucleotide Sequence (1059 nt):

AT GCCT GAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GAT GGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGGT TGGGEGGACAGGA
AAGAT CAGCGGEGECECTACACCATGCACCAAGACCAAGAGEGT GACACGGACGCT GGCCTGAAAGCT GAAGA
AGCAGGCAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACGAAGCT GCTGGT CACGT GACCCAAGCTCGCATGGTC
AGTAAAAGCAAAGACGCGGACT GGAAGCGAT GACAAAAAAGCCAAGEGEEECTGATGGTAAAACGAAGATCG
CCACACCGCGEEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGGGECCAGGECCAACGCCACCAGGAT TCCAGCAAAAAC
CCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCT CTGGTGAACCT CCAAAAT CAGGGGAT CGCAGCGGCTACAGC
AGCCCCGGECT CCCCAGGCACT CCCGECAGCCGCT CCCGCACCCCGT CCCTTCCAACCCCACCCACCCGGEG
AGCCCAAGAAGGT GGCAGT GGT CCGTACT CCACCCAAGT CGCCGT CT TCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGAC
AGCCCCCGT GCCCAT GCCAGACCT GAAGAAT GT CAAGT CCAAGAT CGGCTCCACT GAGAACCTGAAGCAC
CAGCCGGGAGGECCEGAAGGT GCAAATAGT CTACAAACCAGT TGACCT GAGCAAGGT GACCTCCAAGTGT G
GCTCATTAGGCAACAT CCATCATAAACCAGGAGGT GGCCAGGT GGAAGTAAAATCTGAGAACGCTTGACT T
CAAGGACAGAGT CCAGT CGAAGAT TGGGT CCCTGGACAATAT CACCCACGT CCCTGGCGGAGGAAATAAA
AAGAT TGAAACCCACAAGCT GACCT TCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGEGEECGEGAGATCG
TGTACAAGT CGCCAGT GGTGT CTGGGEGACACGT CTCCACGGCATCTCAGCAATGT CTCCTCCACCGGECAG
CATCGACATGGTAGACT CGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCT GACGAGGT GTCTGCCT CCCTGECCAAGCAG
GGTTTGTGA

9.2 Mapa genético del vector PCR™-BLUNT II-TOPO®

55_3_;_— e S
= PCR™-Blunt II- g
=
g TOPO® 3
- ::-;.'

3.5 kb

Fig. S1. Mapa del vector comercial pCR™-Blunt II-TOPO®. Presenta un origen de replicacion pUC
(origen de replicacién mds comun de los plasmidos utilizados en Ingenieria Genética), gen de resistencia
a kanamicina (aminoglucdsido y, por tanto, capaz de actuar tanto sobre bacterias gram positivas como
gram negativas), gen de resistencia a zeomicina (permite seleccion tanto en células procariotas como en
eucariotas), promotor del operdn lac, el fragmento a del gen lacZ (codificante para B-galactosidasa en
caso de estar completo y que, por tanto, permite seleccion por a-complementacion si la cepa de trabajo
posee la delecion AM15 en su genoma), el gen letal ccdB (permite seleccidon positiva. La proteina
resultante secuestra a la DNA girasa de E. coli) y las secuencias SP6 y T7 de los fagos homdnimos que
permiten la sintesis de RNA directo o antisentido in vitro, respectivamente. Ademas, presenta dos
secuencias del fago M13 (no presentes en la figura) con las que puede secuenciarse el inserto de interés
utilizando los primers F17 (5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3') y R19 (5-GGAAACAGCTATGACCATG-3').

29



9.3 Alineamiento de isoformas en Ensembl

Ensembl: Transcript comparison --> Select transcripts

MAPT TCTCCCGTCCTCGCCTCTGTCGACTATCAGETRARAGT CCAGGTGARCTTTGARCCAGGATGGCTGAGCCCCGD
MRPT-001 | - :
MRPT-002
MRPT-201

MRPT-202

MRPT-203

MRPT-204

[ lo oo oo [0

MRET-205
5'-UTR/ex6n 0 Intrén O 5'-UTR/ex6n 1 Exén 1

MRET TeCCCAAGCACCETT TG TCATCAGGCCCCTGEGECCoTCAATAATTCTCCACACCGAGACARATCGAGACACT
MRPET-001 TCAGGCEECTEG

MAPT-002 rCAGGCEECECCECEET CAAT A AT CTECACACCACAGRATEACLJAGT
MRPT-201 TCAGGCEECTCCGEEETEA AT ATTCTE AGRGRATEACLIAGT
MRET-202 TCAGGCEECECCEEEET L AT AT CTECACACCACAGR A TEACLJAGT
MRET-203 TCRGGCEECTECCEEEET L AT AT CTGCACACCACAGR A TEACLJAGT
MRPT-204 TCRGGCECCTGGCEEGEETELAT AT - crnRGE
MRPT-205 T CAGGCEECT|ECCEEGET EL AT AN CTGCACLAGCACAGL L TGACLJAGT

Exo6n 13 3'-UTR

Fig. S2. Alineamientos obtenidos por Ensembl de todos los transcritos de interés. Enmarcadas en
sendos rectangulos negros aparecen recogidas las bases que constituyen la secuencia con la que
hibridan los primers TAU 1bF y TAU 4R, mientras que en azul se muestra la usencia del triplete CTC en el
transcrito MAPT-002. En rectangulos rojos se muestran las secuencias con las que hibridan los primers
TAU F y TAU R, mientras que en violeta aparecen los codones de inicio de la traduccion (ATG) y stop
(TGA).

9.4 Alineamiento de isoformas en NCBI

NCBI: BLAST --> nucleotide blast --> similar sequences (megablast)

MAPT-001 Query 241 CGECCACCACAGCCACCTIICTCCICCICCGCTGICCTCICCCEICCICRCCICIGICGACT] 300
PR Errrr ettt et ettt ettt eyt
MAPT-203  spjet 241 CECCACCACAGCCACCITCICCICCTCCGCTEICCICICCOSTCCTORCCTCTAICREACT] 300

MAPT-002 Query 241 CGCCACCACAGCCACCITCTCCICCICCORCIGICCTICICCCGTICCICGCCICTGTICGRACT| 300

MAPT-203 NN N N NN NN (Furayy
Sbjct 241 CGCCACCACAGCCACCITCTCCICCICCORCIGICCTICICCCGTICCICGCCICIGICEACT| 300

MAPT-001 Query 1376 TIGTGATCAGGCCCCTGEGGCGGTCARTAATTHTGER
FLELEEEE eyl
MAPT-203  skjct 2648 TIGTGATCAGECCCCIGEGGECGETCAATAATTE]

I
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MAPT-002 Query 1484 TGBGGCGATCAATAATIGIGEAGAGGAGRGALT GAGAGRGTGTGRaaaaa223aGRRTAL 1543
MAPT-203 FEEEETEEErr e e e e e gt e e eyl

241

242

246
246

247

265
266
266
266

270

Skjct 2663 IGGGEECEGTCAATAATIGIGGAGAGGRAGAGAATEAGAGRGTGTGELAALRRARARAGRATAR 2722
Fig. S3. Alineamientos obtenidos de NCBI de los transcritos 001 y 002 con el transcrito 203.
Enmarcadas en azul aparecen las secuencias con las que hibridan los primers TAU 1bF (parte de la total
con la que hibrida), en el primer y segundo alineamiento, y TAU 4R, en los dos siguientes.
9.5. Variaciones del gen MAPT presentes en Ensembl
rs775903937 Missense variant 4] AIG R S.G AGC, GGC 0.06
15749827621 Sy 52 CIG S R CGC. CGG
rs35960144 | Frameshit variant -IC - A, AKX GCC, GCCC
rs543282557 Missense variant ®ZeH GIA R AT GCC, ACC
1s563586090 Synonymous variant LI cr Y P cce, cer
rs764981824 Synonymous variant £ cT Y M AAC, AAT
rs63750349 Missense variant Z8> CIGIT B LV CTG, GTG [ 003 ]
15373081437 ®:ZGe oA R L CTG, CTA
CM030233 I Coding sequence variant e HGMD_MU...
rs 11668305 Synanymous variant mDE CA R P CCG, Cca

T

Fig. S4. Algunos de los residuos de la estructura proteica codificada por el transcrito 204 (isoforma F)
asociados a variaciones detectadas y registradas en la base de datos Ensembl.

9.6 Cambios realizados por la PHS Il polimerasa en dos experiencias

ATGGCTGAGCCCCGCCAGGAGT TCGAAGT GATGGAAGAT CACGCT GGGACGT ACGGEGT TGCGGEGACAGGA
AAGAT CAGCGEGGEGECTACACCAT GCACCAAGACCAAGAGGEGT GACACGGACCGCTGECCTGAAAGAATCTCC
CCTGCAGACCCCCACT GAGGACGGAT CTGAGGAACCGEGECECT CTGAAACCT CTGATGCTAAGAGCACT CCA
ACAGCGCGAAGATGT GACAGCACCCT TAGT GGAT GAGGGAGCT CCCGGCAAGCAGGECT GCCGLCGCAGCCCC
ACACGCGAGAT CCCAGAAGGAACCACAGCT GAAGAAGCAGGCAT TGGAGACACCCCCAGCCT GGAAGACCA
ACGCTCGCT GGT CACGT GACCCAAGCT CGCATGGT CAGT AAAAGCAAAGACGGGACT GGAAGCGATGACAAA
AAAGCCAAGGCGEGECT GATGGTAAAACGAAGAT CGCCACACCGCGEEGAGCAGCCCCT CCAGGCCAGAAGG
GCCAGGCCAACGCCACCAGGAT TCCAGCAAAAACCCCGCCCGCT CCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGA
ACCTCCAAAAT CAGGGGAT CGCAGCGECT ACAGCAGCCCCGEECT CCCCAGGCACT CCCGGCAGCCECTCC
CGCACCCCGT CCCT TCCAACCCCACCCACCCGEEGAGCCCAAGAAGGT GGCAGT GGTCCGTACT CCACCCA
AGT CGCCGT CTTCCGCCAAGAGCCCCCT CIA CAGCCCCCGT GCCCATGCCAGACCT GAAGAATGTCAA
GT CCAAGATCGGCT CCACT GAGAACCT CIFCACCAGCCGGGAGGCGEGAAGGT GCAGATAATTAATAAG
AAGCCTGGATCT TAGCAACGT CCAGT CCAAGT GT GGCTCAAAGGATAATAT CAAACACGT CCCCEGAGECG
GCAGT GTGCAAATAGT CTACAAACCAGT TGACCT GAGCAAGGT GACCTCCAAGT GTGGECTCATTAGGCAA
CATCCATCATAAACCAGGAGGT GGCCAGGT GGAAGT AAAAT CTGAGAAGCT TGACT TCAAGGACAGAGTC
CAGT CGAAGAT TGGGT CCCTGGACAATAT CACCCACGT CCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCC
ACAAGCT GACCT TCCGCCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGEEECCGAGATCGT GTACAAGT CGCC
AGTGGT GTCTGGGGACACGT CTCCACGGECAT CTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGECAGCATCGACATGGTA
GACTCGCCCCAGCT CGCCACGCTAGCT GACGAGGT GTCTGCCT CCCTGGCCAAGCAGGGT TTGTGA

Fig. S5. Secuencia del cDNA de la isoforma F (Tabla F). Cambio de CAG a CGG en las SKN (colonia 2 de la
primera clonacidn) y de AAG a GAG en las SH (colonia 6 de la tercera clonacidn), ambas en el exén 9.
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