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La enfermedad de Alzheimer es una importante enfermedad neurodegenerativa que afecta a la memoria y que cursa con
deterioro cognitivo [1]. Las acumulaciones extracelulares de B-amiloide (AB) e intracelulares de Tau hiperfosforilada generan
un estado de neuroinflamacion [2], en el que interviene la microglia. Esta fagocita el AB para su eliminacion [3] mediante la
interaccion entre dos proteinas transmembrana: TREM2 (reconoce AB como ligando), y DAP12 (transduce la senal
intracelularmente) [4]. También se ha involucrado a SIRPBT con este proceso al interactuar fransmembranalmente con DAP12
[5]. Se ha caracterizado una variante genética dentro de la pauta abierta de lectura de SIRPBT, una insercion de 30,1 kb que
altera la estructura del gen y sus isoformas de maduracion [6]. El papel de esta variante en la fagocitosis de la microglia y su
posible contribucion a la etfiologia molecular de la enfermedad de Alzheimer estd aun por determinar.

Las secuencias transmembrana de DAP12, TREM2
! v de las isoformas de SIRPB1 han sido clonadas
(Figura 1) en vectores proporcionados por el kit
del sistema BATCH de doble hibrido en bacteria.
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Objetivo. Poner a punto un sistema
para analizar la interaccion
transmembrana de DAP12 con dos
isoformas de SIRPB1 (201 y 213) y con
TREM2 en un sistema bacteriano.

Colonia azul -
con X-gal

Se ha transformado E. coli con la pareja de
plasmidos para estudiar interaccion, y se ha
sembrado en LB X-gal.

Figura 1. A) La interaccidn entre los dominios
tfransmembrana implica produccion de cAMP vy
promueve la expresion de un gen reportero que dard
color azul al medio. B) Interaccidn de protfeinas
tfransmembrana fusion. lzquierda, pépfido senal Pf3
unido a la region tfransmembrana de TREM2 y al dominio
T18 de la adenilato ciclasa. Derecha, Pf3 unido a la
region transmembrana de DAP12 y al dominio T25.

La infensidad de color se ha semicuantificado con
el software Imagel, y la estadistica se ha llevado @
cabo con IBM SPSS.

RESULTAD X ;

Con esta metodologia se observan distintas infensidades de
color azul en los pares de proteinas estudiados, en
comparacion con los confroles positivo (dominios ZIP de
interaccion) y negativo (no favorece la interaccion) (Figura 2)
del kit BATCH. La intensidad de color correlaciona con la
interaccion. El azul es mas intenso en la interaccion TREM2-
DAP12 en comparacion al control negativo. Las interacciones
SIRPB1-DAP12 parecen ser menos potentes, pero ligeramente
apreciables; no se han obtenido datos concluyentes.
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El andlisis estadistico de los datos obtenidos con Imagel M. 201

(Figura 3) confirma  diferencias  significativas  entre  la Figura 2. Placa LB (ampicilina, kanamicina, X- Figura 3. Intensidad de color azul en

interaccion TREM2-DAP12 (p-valor<0,01) y el control negativo. gal) sobre la que se ha depositado 10 pL de unidades relativas obtenida con ImageJ de

Se aprecia una ligera interaccidn de ambas isoformas SIRPB ] cultivo saturado de distintas muestras. De las distintas muestras estudiadas en placa.
L ) , ) . i izquierda a derecha: confrol positivo La intensidad representa la capacidad de

con DAPI12 (no significafivo). No hay diferencias significativas (dimerizacién), control negativo (interaccién  interaccién entre el par de proteinas

casual), ensayo (inferaccion entre dominios estudiado. Asterisco: grupos que presentan
transmembrana TREM2-DAP12). La presencia diferencias significativas (p-valor<0,01) con
azul demuestra interaccion proteica. respecto al control negativo.

enfre SIRPB1.201-DAP12 y SIRPB1.213-DAP12.
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Se ha desarrollado con éxito un sistema que confima lo
interaccion entre dominios transmembrana de proteinas
humanas en bacteria. Permite la cuantificacion de lo
intensidad de la unidn tanto por andlisis de color azul como por
actividad enzimdtica. Los resultfados prueban la interaccion
TREM2-DAP12 [4], pero no parecen demostrar una interaccion
potente entre las isoformas de SIRPB1 y DAPI12. Aunque los
resultados no son concluyentes, se intuye una interaccion 1] Kua, E H. ef al (2014) ‘The natural history of dementia’,
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