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1. INTRODUCCION

La acumulacion de fibras amiloides esta relacionada con desordenes neuroldgicos tales como el Parkinson
(PD), Alzheimer (AD), demencias con cuerpos de Lewy (DLBs), esclerosis lateral amiloide y la enfermedad
de Huntington (HD) (1). Estos desordenes estdn asociados con un mal plegamiento proteico debido a
situaciones de estrés celular, mutaciones o sobreexpresion proteica; procesos que alteran el equilibrio entre la
sintesis y degradacion proteica, y provocan la acumulacion de agregados proteicos que pueden resultar
toxicos. La célula tiene mecanismos intrinsecos cuya mision es mantener la proteostasis y la viabilidad celular,
uno de estos mecanismos son los sistemas de chaperonas moleculares que intentan favorecer el plegamiento
nativo y en el caso de un mal plegamiento y posterior formacion de agregados, las chaperonas lo detectan y
colaboran en la solubilizacion o eliminacion de los agregados (2).

Uno de los des6rdenes neuroldgicos mas comunes y complejos es la enfermedad del Parkinson, caracterizada
por la muerte temprana de neuronas dopaminérgicas localizadas en la “sustancia nigra pars compacta” del
cerebro (3). Esto provoca una deficiencia de dopamina en los ganglios basales que deriva en desordenes en el
movimiento (4, 5). Esta enfermedad resulta de la combinacion de factores genéticos y ambientales, y a nivel
morfoldgico se caracteriza por la presencia de cuerpos de Lewy (6). EI componente principal de estos cuerpos
son los depositos de fibras formados mayoritariamente por proteina alfa-sinucleina mal plegada que tiende a

formar agregados tanto en el ndcleo como en el citoplasma de las neuronas.

Alfa-sinucleina (a-syn) es una proteina con carga neta negativa que pertenece a una familia con tres
miembros: alfa-, beta-, y gamma-syn. a-syn se encuentra principalmente en los terminales presinapticos
asociada a vesiculas sinpticas. Aunque la funcion exacta de esta proteina no se ha determinado, se relaciona
con el tréfico vesicular y la regulacion de la exocitosis de vesiculas. Ademas, a-syn participa en el ensamblaje
del complejo SNARE, asociado con la liberacién de neurotransmisores (7). En el sistema nervioso central
presenta dos isoformas, una forma predominante en el citosol intrinsecamente desordena y otra forma con un

alto porcentaje de componente alfa helicoidal que se encuentra asociada a membranas (8, 9).

La secuencia de a-syn se compone de 140 aminoacidos y se puede dividir en tres regiones con distintas
propiedades estructurales y dinamicas (10, 11): un segmento amino-terminal (residuos 1-60) con carga neta
positiva, un componente no amiloide (NAC; residuos 61-95), y la region carboxilo-terminal (residuos 96-140)
con carga negativa. La region N-terminal y NAC contienen repeticiones de una secuencia consenso
(KTKEGV) y son considerados segmentos que pueden plegarse en a-hélices. Ademas, estos dos segmentos
son los encargados de interaccionar con las membranas lipidicas mediante un cambio de estructura
desordenada a a-hélice, mientras que la region C-terminal se mantiene desestructurada y expuesta al medio
(12).

o-syn responde a las caracteristicas de las bicapas lipidicas a las que se une, tales como su curvatura, presencia
de rafts lipidicos o separaciones de fases; adoptando distintas conformaciones. De esta manera, se ha
observado que a-syn muestra una mayor afinidad por aquellas membranas lipidicas cargadas negativamente

0 que contienen los denominados “defectos de empaquetamiento”. Estos tultimos son dominios de baja
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densidad y alta exposicion de lipidos al medio acuoso debido al desajuste entre la estructura del lipido y la
curvatura de la membrana (13, 14). Por otro lado, se ha observado que a-syn se une mejor a vesiculas
unilamelares (SUV o LUV) que a vesiculas multilamelares (MLV) dado que la concentracion de lipidos

expuestos al medio acuoso en estas Ultimas es mayor (12).

Ambas isoformas, tanto el monémero nativo desordenado como la forma unida a membranas rica en a-hélices,
son capaces de sufrir los cambios conformacionales que resultan en la formacion de estructuras ricas en hojas
beta. a-syn se encuentra en un equilibrio dindmico, en el que el mondmero puede agregar primero en
oligbmeros de distinto tamafio que se estabilizan por medio de interacciones entre las hojas beta. Estos pueden
formar protofibrillas insolubles de mayor peso molecular que pueden polimerizar dando lugar a las fibras
amiloides identificadas en los cuerpos de Lewy, que contienen un alto porcentaje de hojas  cruzadas (15).
Este proceso tiene una fase inicial muy lenta, denominada fase de latencia o fase lag en la cual se forman
nucleos de agregacion que forman en un primer lugar estructuras oligoméricas. Los oligbmeros, por un lado,
si tienen una estructura en hojas  antiparalelas pueden acumularse en la célula llegando a ser toxicos, mientras
gue aquellos que no tienen una estructura secundaria definida continGan el proceso de agregacion de forma
exponencial hasta fibras (16,17,18). Una de las cuestiones que esta todavia sin resolver es cual es el

mecanismo que inicia la transicion de a-syn desplegada a fibras ricas en hojas f.

En células sometidas a estrés, las chaperonas moleculares constituyen una primera linea de defensa
reconociendo las proteinas mal plegadas, dirigiéndolas a su degradacién o estabilizando sus intermediarios
conformacionales para favorecer su replegamiento, previniendo asi, la formacion de fibras. Una chaperona
molecular se define como cualquier proteina que interacciona y ayuda en el proceso de plegamiento o
ensamblaje de otra proteina sin ser parte de su estructura final (19). En el Parkinson, las primeras evidencias
sobre la implicacion de las chaperonas moleculares se observaron en estudios in vivo donde se detecto la
sobreexpresidn de las chaperonas Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 y Hsp27 asociadas a la presencia de cuerpos

de Lewis (20). En concreto, se ha co-localizado Hsp 70 en agregados de a-syn en cerebros con PD (21).

Hsp70 es una clase de proteina ampliamente distribuida, implicadas en un gran nimero de controles de calidad
proteica, incluyendo proteinas plegadas de novo, replegamiento de proteinas desnaturalizadas por estrés,
transporte proteico, translocacion en membrana, y degradacion proteica. Ademas, la Hsp 70 humana junto
con DnaJB1 (componente Hsp40) y Hsp 110 (Apg2) que actlan como co-chaperonas, forman una maquina
desagregasa que consigue despolimerizar eficientemente agregados estables de a-syn y convertirlos en
especies menos toxicas (22). Estos datos relacionan los agregados de a-syn con el sistema de Hsp70, capaz

de actuar tanto para prevenir la agregacién como para eliminar los agregados.

Se ha estudiado tanto el proceso de plegamiento como el de agregacion tanto en presencia de vesiculas
lipidicas (23) como en presencia de chaperonas moleculares (22), pero aun asi el conocimiento asociado a los
mecanismos de toxicidad mediados por a-syn es limitado. Actualmente, los métodos in vitro mas utilizados
para la formacion de fibras son la utilizacion de ultrasonidos, bicapas 0 monocapas lipidicas y agitaciéon. En

este trabajo, se intentara recrear la cinética de agregacion de a-syn en presencia de vesiculas lipidicas ya que
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consideramos que es el método mas fisioldgico. Ademas, se caracterizara en todo momento las fibras
obtenidas en comparacion con las obtenidas por agitacion. Por otro lado, se va a estudiar la capacidad de las
chaperonas moleculares del sistema Hsp70 de disolver los agregados amiloides. Ya que, aunque la union de
a-syn a membranas estad ampliamente caracterizada, la implicacién de las mismas en la transformacion de o-
syn monomérica a fibras todavia no se entiende completamente, asi como tampoco la accion del sistema de

chaperonas moleculares.

Sabemos que la formacién de agregados amiloides de o-syn por interaccion por liposomas unilamelares y
bicapas lipidicas en general depende de su composicidn lipidica, de la relacion molar lipido/proteina de las
mezclas e incluso, del grado de curvatura de la bicapa (23, 24). En nuestro ensayo vamos a usar liposomas
unilamelares de 100 nm de DMPS (lipido con carga negativa) con los que a-syn interacciona con alta afinidad.
Para optimizar el procedimiento se utilizan LUVs ya que tienen mayor estabilidad que los SUVs (24). La
interaccién de la proteina con los liposomas aumenta la concentracién local de a-syn lo que va a favorecer el
proceso de agregacion que se seguird por medio de cambios en la fluorescencia de Tioflavina T (ThT) lo que
nos permitira optimizar la relaciéon molar lipido/proteina para obtener agregados y fibras. A continuacion, se
tratard de caracterizar las fibras obtenidas en presencia de liposomas y aguellas obtenidas Unicamente con
agitacién comparando los resultados, para ello se utilizaran los patrones obtenidos tras la digestion de las
fibras por proteinasa K, y se estudiaran las conformaciones y tamafios de dichas fibras por dicroismo circular
(DR) y dispersion dinamica de luz (DLS), respectivamente. Por Gltimo, una vez caracterizadas las fibras se

procedera a estudiar el proceso de solubilizacion por chaperonas humanas.

2. OBJETIVOS

e Optimizaciony caracterizacion del proceso de agregacion de o-syn en presencia de vesiculas lipidicas
de DMPS.
e Caracterizacion y ensayo de solubilizacion de fibras de a-syn por chaperonas humanas.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES

Proteinas — Proteinasa K (PK), seroalblmina bovina (BSA) (Sigma — Aldrich, Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos), Heat shock chaperone 70 (Hsc70), J-protein B (JB1), ATP and peptide-binding protein in germ cells
2 (Apg-2) (purificadas en el propio laboratorio). Anticuerpos — Anticuerpo monoclonal de conejo anti-alfa
sinucleina humana (ab138501) (Addgene), Anticuerpo Anti-lgG de conejo unido a HRP #7074 (Cell
Signaling Technology, Inc., Leiden, Holanda). Reactivos — Tioflavina T (ThT), Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), Ampicilina (Amp), adenosin trifosfato (ATP), fosfoenolpiruvato (PEP), Dodecil
sulfato (SDS), Tween 20 adquiridos en su mayoria de Sigma — Aldrich (Saint Louis, Missouri, Estados
Unidos). Lipidos— 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DMPS) (Avanti Polar Lipids, Inc.,
Alabaster, Alabama, Estados Unidos).



3.2 PRUEBA DE SOBREEXPRESION DE a-SINUCLEINA

Transformacion en BL21 (DE3) — Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) electro-competentes
mediante electroporacién en Gene Pulser Xcell (BioRad). Las células transformadas con el plasmido pT7-7
gue contenia la secuencia de la proteina a-sinucleina A140C se seleccionaron en placas de medio LB agar con
Ampicilina (100 pg/mL).

Expresién — Para preparar un stock concentrado de células, se dejaron crecer cultivos celulares de E. coli
BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pT7-7- a-syn A140C a 37 °C con agitacién en medio LB (25 mL)
con ampicilina (100 pg/mL) durante toda la noche. Al dia siguiente se inocularon cuatro matraces con medio
LB (45 mL) con Ampicilina (100 pg/mL) con 2 mL del medio saturado y se dejé crecer hasta alcanzar una
0.D.600=0.6-0.8. A continuacidn, se indujo la expresién de la proteina afiadiendo 1 mM IPTG manteniendo el
cultivo a 37 °C durante 4 horas.

Las células se recolectaron por centrifugacion durante 10 min a 4 °C en una centrifuga Beckman Avanti J25
con un rotor JA-20 a 5000 x g (Beckman Coulter, Fullerton, CA) y se resuspendio el sedimento en 5 mL de
tampdn de lavado (30 mM Tris-HCI pH 7.2, 40% sacarosa, 2 mM EDTA). Se incub6 10 min a temperatura
ambiente y se centrifug6 durante 20 min a 4 °C a 22000 x g en una centrifuga Beckman Avanti J25 con un
rotor JA 14 (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se resuspendid el sedimento en 2 mL de tamp6n de choque
osmotico (25 mM Tris-HCI pH 8, 2.5 mM MgCl,) para romper la membrana del periplasma. Para separar la
fraccion celular de los componentes del periplasma, se centrifugé durante 20 min a 4 °C a 22000 x g

recogiendo en el sobrenadante la proteina de interés (25).

Electroforesis en SDS-PAGE — Las muestras recogidas durante la prueba de sobreexpresion de la proteina
fueron analizadas mediante una electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida. Las muestras se prepararon en
tampdn de carga (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 4 % (p/v) glicerol, 4 % (p/v) SDS, 0.02 % (p/v) azul de bromofenol,
100 mM [ — mercaptoetanol) y no se hirvieron para evitar posibles alteraciones de la estructura de la proteina.
El gel se corrié en tampdn 200 mM glicina, 25 mM Tris — HCI pH 8.3, 1 % (p/v) SDS y en sistemas de
electroforesis mini— PROTEAN 3 (Bio — Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) a un voltaje
constante de 180 V. Finalmente, los geles se tifieron con una solucién de azul de Coomassie (Coomassie
Brilliant Blue R — 250 0.1 % (p/v), metanol 40 % (v/v) y éacido acético 10 % (v/v)) durante 30 minutos en

agitacion a temperatura ambiente, y se destifieron en esta misma solucién sin azul de Coomassie (Figura 1A).

3.3 PURIFICACION DE a-SINUCLEINA

Se inocularon cuatro matraces que contenian medio LB (35mL) y Ampicilina (100 pg/mL), con E. coli BL21
(DE3) transformadas con pT7-7 a-syn A140C y se dejd crecer durante toda la noche a 37 °C. Se realiz6 un
salto de escala a medio LB (750 mL) con Ampicilina (100 pg/mL) y se dejo crecer hasta alcanzar una

0.D.600=0.6-0.8, momento en el que se indujo la expresion con 1 mM IPTG durante 4 horas a 37 °C.



Las células se recolectaron por centrifugacion durante 10 min a 4 °C en una centrifuga Beckman Avanti J25
con un rotor JLA-9.1000 a 5000 x g (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se obtuvo la proteina de interés como

se ha descrito anteriormente y se sometid a ultrasonidos en 5 ciclos de 20s.

La muestra se filtré con filtros de 0.2 um y se cargd en una columna de intercambio aniénico HiLoad Q-
Shepharosa 26/60 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). a-syn se eluyd en 25 mM Tris-HCI pH 8
con un gradiente de sal de 0 mM a 600 mM NacCl.

Las fracciones obtenidas se analizaron por electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida (Figura 1B y C).
Aquellas fracciones que contenian la proteina a-syn pura se dializaron durante toda la noche en 25 mM Tris-
HCI pH 7.5. La proteina total se concentrd en filtros Amicon de 3 kDa y su concentracion final se midié
mediante el método descrito en (26). Por Gltimo, se analizd la proteina purificada mediante otra electroforesis
SDS-PAGE 15% acrilamida (Figura 1D). Esta proteina se utilizara en estudios futuros. En este trabajo se
utiliza a-syn nativa obtenida de la misma manera que se ha descrito para el mutante.
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Figura 1. Sobreexpresion y purificacion de a-sinucleina. Electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida en tampon 200 mM glicina,
25 mM Tris — HCI pH 8,3, 1 % (p/v) SDS a 180V. Tincidn con azul de Coomassie. A) Prueba de sobreexpresion. Calles: patron de
peso molecular, (1) proteinas iniciales, (2) proteinas tras la induccion de la expresion de a-syn por IPTG, (3) proteinas presentes en el
medio debido a rotura celular tras la precipitacion de las células, (4) proteinas presentes en el periplasma, (5) proteinas descartadas. B
y C) Calles: Patrén de peso molecular y fracciones obtenidas tras la purificacion de a-syn (1-14). D) Calles: patron de peso molecular
y a-syn purificada.

3.4 PREPARACION DE LUVs

1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DMPS) se disolvio en una mezcla cloroformo:metanol (2:1
v/Vv) y a continuacion, se evapord el disolvente organico aplicando un flujo de nitrégeno. Para retirar cualquier

resto de disolvente se mantuvo la muestra durante 2 horas en vacio.

La muestra se hidraté en 20mM tampodn fosfato (NaH2PO4/NaH2PO4) pH 6.5 realizando tres ciclos de
agitacion e incubacion a 45°C durante un minuto, manteniendo la muestra siempre a una temperatura superior
a la temperatura de transicion del lipido. La solucion se congel6 y descongel6 10 veces usando nitrégeno
liquido y bafio de agua a 45°C, respectivamente. La preparacion de vesiculas unilamelares grandes (LUVS) se
realiz6 mediante el método de extrusion a 45°C utilizando filtros de policarbonato Whatman de 0.1 um de

didmetro de poro (27).

Tras la extrusion, se midié la concentracién de los LUVs con el método descrito en (28), y se comprobo el

tamafio de los mismos mediante un sistema de dispersion dinamica de luz (DLS) Zetasizer Nano ZSP (Malvern



Instruments, Malvern, UK). EI tamafio medio de la poblacién mayoritaria de LUVs es de 100 nm, si bien se
aprecia la aparicion de otra poblacion en torno a los 2.000 nm (Figura 2A). Esta poblacion es debida a la
agregacion de las vesiculas y la poblacion se incrementa con el tiempo, al igual que el rango de su didmetro
(3000 nm) (Figura 2B), motivo por el cual, se decidid realizar los ensayos inmediatamente después de obtener

los LUVs tras la extrusion.

R 15
E IO-A ‘“ |
2
Ll il
o]
E 0 :I'.iI ii:r. FFTY ii ! ili Iallambimlias
10 100 1000 10000 10 100 . 1000 10000
Tamano diametro (nm) Tamano diametro (nm)

Figura 2. Distribucion del tamafio de la poblaciéon de LUVs. Diametro de los LUVs medido mediante DLS 2 horas después de la
preparacion (A) y tras 5 horas (B). Se muestra la media y la desviacion estandar de cada uno de los valores representados (n=17).
Tras observar este fendmeno de agregacion de las vesiculas se decidi6 preparar las muestras inmediatamente

después de obtener los LUVs tras la extrusion.

3.5 AGREGACION EN PRESENCIA DE LUVs

Preparacion de muestras— a-syn (50 uM) se incubé en tampon 20 mM fosfato sddico pH 6.5 en presencia
de 50 uM de ThT y concentraciones crecientes de LUVs de DMPS (450-1800 uM) en un volumen final de
125 pl. Para la obtencidon de fibras, se realizd este experimento a una concentracion de 200 uM a-syn y

concentraciones de 200 y 600 uM de LUVs sin ThT.

Obtencidn de datos— EI cambio en la sefial de fluorescencia de ThT se monitoriz6 usando un lector de placas
Synergy™ HTX Multi-Mode (BioTek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, Estados Unidos) en condiciones
estaticas, Aex= 400/30 nm, Aem= 485/20 nmy T= 30 °C. Para el experimento se utilizaron placas de 96 pocillos
Corning (3881, poliestireno, negras con fondo transparente) y superficie antiadherente, midiendo la
fluorescencia en la parte superior de los pocillos. A T=30 °C los lipidos de los liposomas que interaccionan
con la proteina se mantienen en fase fluida. Los datos de fluorescencia se han corregido restando la

contribucion del tampén y de los liposomas.

Modelo y analisis de la cinética de agregacién — Las cinéticas de formacién de fibras se pueden describir
como curvas sigmoideas con una fase de latencia o fase lag caracterizada por un cambio pequefio en la sefial
de fluorescencia, un incremento exponencial de la intensidad de fluorescencia y un plateau con valores de
intensidad de fluorescencia constantes que indican el final de la formacion de fibras. Los valores de
fluorescencia obtenidos se representan en funcion del tiempo y se ajustan a una curva sigmoidea utilizando la

siguiente ecuacion en SigmaPlot:

Y =Yy + apgr/(1+ exp — (X — Xo)/b) (1)



Donde Y es la intensidad de fluorescencia, Yo es la fluorescencia en la fase lag, amax €s la fluorescencia
maxima, X es el tiempo, Xoes el tiempo en el cual la fluorescencia es la mitad del maximo y b es 1/kapp siendo

kapp 12 constante aparente de velocidad de agregacion. La duracion de la fase lag se calcula como Xo-2b (29).

3.6 AGREGACION POR AGITACION

Se incub6 100 puM a-syn en tampdén 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM NaCl y 0.05% azida en un volumen
total de 400 ul durante 8 dias a 37 °C y 1000 rpm en un sistema Thermomixer R (Eppendorf, Hamburgo,

Alemania).

3.7 PURIFICACION DE LAS FIBRAS

Purificacion de las fibras formadas en presencia de LUVs— Cuando las muestras que contenian ThT
alcanzaron el plateau durante la cinética de agregacion, las muestras sin ThT (200 uM a-syn y 200 y 600 uM
de LUVSs) se centrifugaron para recolectar las fibras. Para ello, se centrifugaron 30 min a 90.000 x g y 20 °C
en una ultracentrifuga Optima Max con rotor TLA-100 (Beckman Coulter, Fullerton, CA) realizando 3
lavados seguidos de centrifugacion con tampon de replegamiento (40 mM Hepes-KOH pH 7.6, 50 mM KClI,

5 mM MgCl,, 2 mM DTT). El sedimento de la tltima centrifugacion se resuspendi6 en el mismo tampon.

Purificacion de las fibras formadas en agitacion— Se centrifugaron las muestras 15 min a 16.000 x g y 4 °C
en una microcentrifuga Sorvall™ Legend™ Micro 17 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) realizando 3 lavados con centrifugacion y tampén de replegamiento y, en la Gltima

centrifugacidn, resuspendiendo el sedimento en el mismo tampon.

Cuantificacion de las fibras— La concentracion de fibras se estim6 diluyendo en cloruro de guanidinio 8 M
las fibras resuspendidas en tampon de replegamiento, y midiendo la absorbancia a 275 nm, usando un

coeficiente de extincion molar 5606 M-tcm™.

3.8 DISPERSION DINAMICA DE LUZ

Se utilizé dispersion dinamica de luz (DLS) para determinar la distribucion de tamafios de las fibras formadas
en ambos casos, en agitacion y en presencia de LUVSs. Las fibras resuspendidas en tampon de replegamiento
se diluyeron hasta una concentracion de 5 uM en agua miliQ y se analizaron en un sistema de DLS Zetasizer

Nano ZSP (Malvern Instruments, Malvern, UK). Como muestra control se utilizé6 100 uM de mondémero.
3.9 DICROISMO CIRCULAR

Se utiliz6 dicroismo circular (DC) para determinar la estructura secundaria de las fibras purificadas. En esta
técnica se utiliza luz polarizada circularmente que seré absorbida de distinta manera por la muestra en funcion
de su estructura. Midiendo la diferencia de luz polarizada circularmente transmitida a la izquierda y a la

derecha, se calcula el valor de la elipticidad que corresponde con:

9 _ 2303 * (AL _AR) * 180
B 4m

(grados) (2)



Donde A_ es luz transmitida a la izquierda y Ar a la derecha. Para poder comparar los resultados de las

distintas muestras, se expresa la actividad 6ptica en elipticidad molar por residuo:

0 miligrados

[Olyre = (deg - cm? - dmol™1) (3)

Cm - lmm *Nmolécula

Donde cw es la concentracion de la muestra, lnm el paso 6ptico y Nmoiecuia €1 NUMero de residuos de la molécula.
Las fibras resuspendidas en tampdn de replegamiento se diluyeron en agua miliQ a una concentracién de 5y
20 uM las fibras formadas por agitacion y a 5 uM las formadas en presencia de LUVs. A continuacion, se
midid su estructura secundaria mediante dicroismo circular en un espectropolarimetro Jasco J-810 en el
intervalo de longitudes de onda 210-250 nm. El espectro final se obtiene de la media de 15 medidas
individuales. El espectro final se corrigié mediante un algoritmo de desplazamiento de media en el programa

de andlisis del sistema Jasco.

3.10 DIGESTION POR PROTEINASA K

Las fibras resuspendidas en tampon de replegamiento se diluyeron a una concentracion de 40 uM en 25 mM
Tris-HCI pH 7.4 y 100 mM NaCl y fueron tratadas con concentraciones crecientes de proteinasa K (PK) (0,
0.1 y 0.4 ug/ml) a 37 °C durante 20 minutos. La reaccion se paré afadiendo 5 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) seguido de 3 M tiocianato de guanidinio para disolver la muestra, que se incubd
durante una hora a temperatura ambiente. Por tltimo, se diluyeron las muestras en tampon de carga y agua
hasta una concentracién de 2 M de tiocianato de guanidinio, y se hirvieron a 95 °C durante 5 minutos. Como

control se utiliz6 40 uM de a-syn monomeérica tratada igual pero sin afiadir el agente caotrépico.

El gel se corri6 en tampdn 200 mM glicina, 25 mM Tris — HCI pH 8.3, 1 % (p/v) SDS utilizando sistemas de
electroforesis mini — PROTEAN 3 (Bio — Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos) a un voltaje
inicial de 60 V para permitir la entrada de la muestra y, a continuacion, a un voltaje constante de 180 V.
Finalmente, los geles se tifieron con una solucion de azul de Coomassie y se destifieron en esta misma solucion

sin azul de Coomassie. Los geles fueron cuantificados con el programa informatico ImageJ.

3.11 ENSAYO CON DESAGREGASAS

Solubilizacion de fibras— Las fibras resuspendidas en tampon de replegamiento se incubaron a una
concentracion de 2 uM en disoluciones que contenian 10 uM Hsc70, 5 uM JB1, distintas concentraciones de
Apg2 (0-10 uM) y sistema regenerador (2 mM ATP, 3 mM PEP, 20 ng/uL PK) durante 5 horas a 30 °C sin
agitacion. Por ultimo, se centrifugaron 30 mina 16.000 x g y 4 °C, afiadiendo al sobrenadante tampdn de carga

y resuspendiendo el sedimento en el mismo tampén.

Western blot— Las muestras obtenidas tras la resolubilizacion de las fibras se separaron mediante una
electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida. El gel se corri6 en tamp6n 200 mM glicina, 25 mM Tris — HCI pH
8.3, 1 % (p/v) SDS y en sistemas de electroforesis mini-PROTEAN 3 (Bio — Rad Laboratories, Hercules,
California, Estados Unidos) a un voltaje constante de 180 V. Una vez las bandas estan completamente
separadas se procede a realizar la transferencia a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um de poro (GE
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Healthcare LifeSciences, Chicago, Illinois, Estados Unidos) en tampon de transferencia (50 mM Tris, 386
mM Glicina, 0.10 % (p/v) SDS) con un amperaje constante de 0,5 A durante dos horas a 4°C en un sistema
Mini Trans-Blot® Cell (Bio—Rad Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos). A continuacion, se
bloquearon las uniones inespecificas con leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T (10 mM Tris, 150 mM NaCl,
0.05% Tween 20) durante 1 hora a temperatura ambiente, tras lo cual, se incubd con el anticuerpo primario a
una concentracion 1:5000 en leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T durante toda la noche a 4 °C en agitacion.
Tras tres lavados de 10 min con TBS-T, se incubd con el anticuerpo secundario a una concentracion 1:2000

con leche desnatada al 5% (p/v) en TBS-T y se volvieron a realizar otros tres lavados de 10 min con TBS-T.

Las membranas se revelaron mezclando los reactivos de SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate en una relacion 1:1 y cubriendo las membranas con la mezcla durante 5 min. Las membranas se
cubrieron con un plastico protector y se capturaron mediante Thermo Scientific™ MYECL™ Imager. Las
bandas de las membranas fueron cuantificadas con el programa informéatico Quantity One (Bio—Rad

Laboratories, Hercules, California, Estados Unidos).

4. RESULTADOS

4.1 AGREGACION EN PRESENCIA DE LUVs

Una vez se tienen los liposomas, se lleva a cabo la medida de la cinética de agregacion de a-syn en presencia
de DMPS. Para ello, se han seguido los cambios en la intensidad de fluorescencia de ThT de muestras con
una concentracion de 50 uM de a-syn y concentraciones crecientes de LUVs (100-1800 uM), utilizando como

control a-syn sin liposomas (Figura 3A).

En esta cinética, se observa una fase lag que varia desde las 12 horas a concentraciones de lipido de 1800 uM,
hasta las 13 horas cuando las concentraciones de lipido son inferiores a 900 uM. Es decir, aumentando la
concentracion de lipidos la fase lag disminuye. EI maximo de fluorescencia se observa a las 30 horas, a partir
del cual permanece constante. Por tanto, cuanto mayor es la relacion molar lipido/proteina mayor es el cambio
en la intensidad de fluorescencia (Figura 3A). En ausencia de LUVS, no se observa un aumento significativo

de la sefial de fluorescencia de ThT durante las 40 horas que dura el ensayo.

La cinética sigmoidea que se observa en las gréficas se puede explicar asumiendo un modelo, basado en datos
ya publicados, en el que el monémero libre se une a la membrana lipidica donde forma, en primer lugar,
nacleos de agregacion, que daran lugar a oligémeros y por ultimo, a fibras (29). El ajuste de los datos a la
ecuacion (1) nos permite caracterizar las cinéticas con los parametros descritos en las Figuras 3C y D, y
comparar el efecto sobre la cinética de agregacion de las distintas concentraciones de lipido. El tiempo al que
la fluorescencia es el 50% del maximo (ti2) disminuye conforme aumenta la relacion molar lipido/proteina
(Figura 3C), al igual que la fase lag o tiempo de latencia (Figura 3D), mientras que en los valores de Kap, NO
se ha observado una variacion significativa. Estos resultados indican que al aumentar la relacion molar

lipido/proteina la cinética de agregacion es mas rapida, fundamentalmente por la disminucion de la fase lag.



Las relaciones molares lipido/proteina necesarias para producir un aumento maximo de la intensidad de
fluorescencia con respecto al control sin liposomas en nuestro ensayo, son mayores (una relacion de 36) que
en ensayos de cinética de agregacion de a-syn en presencia de vesiculas lipidicas de DMPS con tamafios
comprendidos entre 20 y 60 nm (relacién de 15) (23, 24). Por otra parte, en nuestros ensayos no observamos
el efecto de solubilizacion de las fibras por los liposomas que esos mismos autores han descrito a partir de
relaciones DMPS/proteina superiores a 20 (23, 24). Esto puede deberse a que, como ya ha sido descrito por
varios autores (14,17), la afinidad de a-syn por vesiculas unilamelares entorno a los 100 nm (LUVs) es menor
gue su afinidad por SUVs (20-60 nm). Lo cual implica que para ver el mismo efecto necesitamos mayor
relacién molar lipido/proteina.

La cantidad de fibra obtenida en presencia de liposomas depende tanto de la concentracion inicial de a-syn
como de la relacion lipido/proteina (23, 24). Dado que la cantidad de fibra que se ha obtenido a partir de 50
uM de o-syn es muy baja, se realiza otro ensayo a dos relaciones molares de lipido/proteina con una
concentracién de 200 uM de a-syn. En la relacién 3:1 la concentracién de fibra formada es aproximadamente
del 40% casi el doble que en la relacién 1:1 en la que se obtiene un 22%. Estos valores son bastante inferiores
a los conseguidos en agitacion donde partiendo de una concentracion inicial de 100 uM el porcentaje de a-
syn en fibras se aproxima al 90% (Figura 3E).
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Figura 3. Modulacién de la cinética de agregacion de a-syn por vesiculas lipidicas. A) Medidas de fluorescencia de ThT a lo largo
del tiempo (43 horas) de a-syn (50 uM) incubada en ausencia (0 (®)) y en presencia de concentraciones crecientes de DMPS (450 (
), 700 (@), 900 (e), 1350 (e), 1800 (®) uM). B) Cinética de agregacion a concentracion 1800 uM de LUVs con el ajuste a una curva
sigmoidea segun la ecuacion (1). C) Tiempo al cual la fluorescencia es la mitad del méximo (ti2) de las cinéticas de agregacion
obtenidas en presencia de LUVS calculado mediante la ecuacion (1). D) Fase lag en horas obtenidas a partir del analisis mediante la
ecuacion (1). E) Porcentaje de fibras obtenidas a distintas relaciones molares lipido/proteina (1:1 y 3:1) y en agitacion (*).

4.2 CARACTERIZACION DE LAS FIBRAS

Para caracterizar las fibras, se comparé el patron de digestion por proteinasa K de las fibras frente al patron

obtenido con el mondmero. Los patrones de digestion de mondémero, oligémero y fibras son distintos, ya que,
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a igual concentracion de las distintas especies, se necesita una mayor concentracion de proteinasa K para

digerir las fibras.

Al comparar los resultados obtenidos, se observa que a una concentracion de proteinasa K de 0.1 pg/ul el
monomero esta digerido préacticamente al completo, mientras que en la muestra con fibras todavia se aprecia
una banda correspondiente a muestra no digerida (Figura 4A y B). La cuantificacion de las bandas (Figura
4C) muestra que el monémero a una concentracion de proteinasa K de 0.1 pg/ul se ha digerido un 80%
mientras que las fibras un 50% (Figura 4C). En ambos casos a una concentracion de proteasa de 0.4 pg/ul la

digestién es completa (100%).
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Figura 4. Caracterizacion de las fibras. Electroforesis SDS-PAGE 15% acrilamida donde se observa el patrén de digestion del
mondmero (A) y de las fibras formadas en presencia de LUVs (B), por proteinasa K a distintas concentraciones (0, 0.1 y 0.4 pg/ul).
Patron de pesos moleculares (calle 1) y tincion con azul de Coomassie. C) Porcentaje de digestion calculado tras la densitometria de
los geles A'y B mediante el programa ImageJ. D) Distribucion de tamafios medida mediante DLS de muestras de monémero (100 pM)
y 5 uM de fibras formadas tanto por agitacion (FA) como en presencia de LUVs (FL). E) Analisis de la estructura secundaria del
monomero y las fibras a las concentraciones indicadas, mediante dicroismo circular en el intervalo de longitudes de onda de 200 a 260
nm, los valores de elipticidad se han normalizado a elipticidad molar segun la ecuacion (3).

A continuacion, se ha medido el tamafio de las fibras mediante DLS (Figura 4D) y se ha observado que
aquellas obtenidas en presencia de LUVs presentan dos poblaciones. Una de ellas se encuentra en torno a 100
nm, que puede deberse a que no se ha conseguido retirar completamente los LUVs ya que las especies
oligoméricas se ha descrito que tienen un tamafio entre 160 y 500 nm (16). La otra poblacién se encuentra
centrada a mas de 1000 nm que corresponderia con las fibras. La sefial obtenida con las fibras preparadas por
agitacion indica la presencia de una poblacion homogénea centrada a los 900 nm. Estos valores se han
comparado con el tamafio observado en una muestra de monémero cuya poblacion esta en torno a5 nm (Figura

4D). Los tamarios de las fibras se corresponden con lo descrito previamente en la bibliografia (16).
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Por otro lado, se ha medido la estructura secundaria de las fibras y la a-syn monomérica mediante dicroismo
circular. En un primer lugar, se ha medido la elipticidad de las fibras formadas por ambos métodos a una
concentracién de 5 uM pero el ruido que se obtenia era elevado, aunque se puede apreciar un minimo hacia
218 nm (Figura 4E). La medida se volvio a realizar a concentraciones mas altas, en concreto, a 20 uM, pero
debido a la poca cantidad de fibra formada en presencia de LUVs, solo se pudo repetir con las fibras formadas
en agitacién. En este caso, se obtuvo un minimo de elipticidad en torno a 218 nm (Figura 4E). ElI minimo
hacia 200 nm que aparece en fibras obtenidas por agitacion, (tanto a 5 uM como a 20 uM) podria indicar que
las fibras se estan deshaciendo y que son mas inestables que las formadas en presencia de LUVSs. La sefial
obtenida del monémero tiene el minimo de elipticidad por debajo de 200 nm, perfil caracteristico de una
estructura intrinsecamente desordenada. Tanto los patrones de elipticidad de las fibras como el del monémero

coinciden con los descritos en la bibliografia (16).

4.3 SOLUBILIZACION DE LAS FIBRAS POR LA DESAGREGASA HUMANA
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Figura 5. Patron de solubilizacion de fibras amiloides. Deteccion de a-syn mediante inmunoblotting tras la solubilizacion de fibras
formadas en presencia de LUVs (A) y en agitacion (B). Cuantificacion por densitometria de fibras solubilizadas mediante el programa
informatico Quantity One de las fibras formadas en presencia de LUVs (C) y en agitacion (D), y obtencion de porcentajes de
solubilizacidn frente a un control con 2 uM de a-syn (100 %). El ensayo se ha realizado en presencia de Hsc70 (10 uM), JB1 (5 uM)
y concentraciones crecientes de chaperona Apg2 (0-10uM).

Por Gltimo, se realiza un ensayo de solubilizacidon de las fibras en presencia del sistema de desagregasas Hsc70
(10 uM), JB1 (5 uM) y Apg2 (0-10 puM). Este ensayo va a permitir distinguir diferencias en la compactacion
de las fibras, ya que su grado de compactacion condiciona su solubilizacion. Ademds, en muchas ocasiones
el efecto de la concentracion de Apg2 en la solubilizacion es distinto en oligomeros y fibras. Las relaciones
fibra/sistema de desagregasas y la relacion molar entre las chaperonas habia sido optimizado, previamente, en
estudios llevados a cabo por Aitor Franco en nuestro grupo de investigacion. Los sobrenadantes obtenidos en
estos ensayos se analizan por Western Blot donde ademés del monémero (banda a 14 kDa) se observan dos
especies mas con mayor peso molecular a 25y 75 kDa aproximadamente, una de ellas que se observa en uno
de los controles (25 kDa) se corresponde con el dimero de la proteina (Figura 5A y B). La banda de 75 kDa

corresponde a especies oligoméricas que resultan de la solubilizacion por chaperonas y son etapas intermedias
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entre el estado monomérico y las fibras. Las bandas obtenidas se han cuantificado y se han calculado los
porcentajes de solubilizacion cuyo valor méximo se encuentra en torno al 20%, utilizando como control la

cantidad de monomero libre que se tendria que obtener si se diera el 100% de solubilizacién (Figura 5C y D).

Los porcentajes de solubilizacién obtenidos a cada concentracidn de chaperona dan lugar a un patrén que
coincide en las muestras de ambos tipos de fibras. Este patron se caracteriza por un aumento y luego una
disminucidn del porcentaje de solubilizacién conforme aumenta la concentracion de Apg 2, obteniéndose, por
tanto, los valores mas altos de solubilizacion a concentraciones intermedias de chaperonas. Aunque en el caso
de las fibras obtenidas por agitacion los porcentajes obtenidos son ligeramente mayores, puede deberse a que
este tipo de fibras son mas inestables, como se ha comentado con anterioridad, ya que el control negativo de

las fibras sin chaperonas presenta valores mas elevados.

5. DISCUSION

Enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad del Parkinson (PD) o las demencias con cuerpos de
Lewy (DLBs) estan relacionadas con la acumulacion de agregados de a-syn. La union de a-syn a membranas
lipidicas promueve cambios conformacionales que pueden favorecer el mal plegamiento de la proteina y, por
tanto, su agregacion. Para evitar su acumulacion y mantener la proteostasis existen mecanismos intrinsecos
de control como son las desagregasas que se encargan de deshacer los agregados. Esto justifica nuestro interés
por estudiar in vitro el efecto de un sistema de desagregasas humanas en el proceso de formacién de fibras o-

syn inducido por liposomas.

La union de a-sinucleina a membranas lipidicas se ve favorecida, entre otros factores, por su carga neta
negativa y por su curvatura. Se ha sugerido que la unién de a-syn a membranas cargadas negativamente
implica la adsorcion de la proteina a la superficie de la membrana mediante interacciones electrostaticas entre
los aminoéacidos cargados positivamente, abundantes en la region N-terminal, y los grupos polares de los

lipidos cargados negativamente (12).

La cinética de agregacion de a-syn en presencia de LUVs sigue una curva sigmoidea donde la fase lag
disminuye conforme aumenta la concentracion de lipidos, al igual que el tiempo al cual la fluorescencia es la
mitad del méaximo (ti2). Hechos que se corresponden con un proceso de agregacion mas rapido. Esto se ha
explicado sugiriendo que una mayor relacién lipido/proteina aumenta la concentracién local de a-syn 'y, por
tanto, aumenta el nimero de centros de nucleacion provocando que la formacidn de fibras sea méas rapida (12).
Por el contrario, no se observa el efecto de disminucién de la fluorescencia y agregacién de la proteina a
relaciones lipido/proteina mayores de las mencionadas en el apartado anterior, descrito por otros autores
(23,24). Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta la menor afinidad de a-syn por las vesiculas
de 100 nm (LUVs) que por las de 20-60 nm (SUVSs), ya que para obtener el mismo efecto se necesitaria una

mayor relacién molar lipido/proteina.

Se han descrito un gran nimero de especies oligoméricas de a-syn con caracteristicas generales, pero con
diferencias estructurales, en el proceso de formacion de fibras y en el mecanismo de toxicidad (16). Por ello,

se procede a caracterizar las fibras obtenidas en presencia de LUVSs, es decir, en condiciones més fisiologicas,
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y comparar sus caracteristicas con las que se obtienen por agitacion, que son aquellas que mas se utilizan en
la bibliografia. En un primer lugar, en la cinética de agregacion se da un cambio conformacional durante la
fase lag, desde la estructura intrinsecamente desordenada del monoémero libre, a una estructura a-hélice unida
a la membrana y finalmente, a una estructura en hoja beta cruzada caracteristica de las fibras amiloides como
se ha comprobado en lo datos de dicroismo circular, analizando el monomero y las fibras. Por otro lado,
conforme aumenta la relacion molar lipido:a-syn el plateau se alcanza a valores mas altos de fluorescencia de
ThT lo que, en principio, se corresponde con una mayor cantidad de fibras. Aunque los valores siguen siendo
inferiores a los porcentajes de fibras obtenidos por agitacion. Esto sugiere que el proceso de formacion de
centros de nucleacion en la superficie de las membranas puede suponer en cierta medida una limitacion en el
proceso de formacién de fibras en comparacion con el proceso por agitacion. La caracterizacion se ha
completado con un patron de digestion de proteinasa K y un andlisis de la distribucién de tamafios por DLS,
cuyos resultados en ambos casos, y en comparacion con la bibliografia (16), corroboran la existencia de fibras
formadas en presencia de LUVSs.

Por ultimo, se realiza un ensayo de solubilizacion de las fibras que ademas, va a permitir comparar su estado
de empaquetamiento. Los valores que se obtienen son bajos, esto puede deberse a que las fibras amiloides son
especies compactas y muy estables, por lo que su solubilizacion es muy dificil. Ademas, tras este proceso se
observan dos especies distintas: monémeros, que es la especie mayoritaria, y oligdmeros, que pueden ser tanto
los dimeros que se forman espontaneamente a partir de las especies monoméricas o especies oligoméricas

intermedias producto de la solubilizacién. Estas especies deberan ser caracterizadas.

Comparando los resultados obtenidos en los ensayos de DLS, DC, patrén de proteinasa K y medida de
fluorescencia de ThT con los que hay en la bibliografia se puede concluir que en presencia de LUVs a partir
de a-syn monomérica se forman fibras. Aunque se deberia seguir caracterizando mediante transmision de
infrarrojo mediante transformada de Fourier (FTIR), microscopia de fuerza atbmica (AFM) y microscopia
electronica (ME), ademas de caracterizar las especies intermedias y determinar su toxicidad en el organismo.
Estos experimentos se han realizado s6lo con una especie lipidica, en un futuro se pueden realizar de nuevo
en mezclas lipidicas y tamafios mas fisioldgicas, pudiendo de esta manera caracterizar mejor las condiciones

y concentraciones de los lipidos que favorecen la agregacion proteica.

6. CONCLUSIONES

e La formacion de fibras inducida por liposomas depende tanto de la concentracion inicial de a-syn como
de la relacion molar lipido/proteina. Obteniéndose que a mayor relacion molar lipido/proteina la cinética
de produccidn de fibras es mas rapida.

e Los datos obtenidos por DLS, DC, patron de proteinasa K y medida de fluorescencia de ThT indican que
las fibras obtenidas tanto en presencia de LUVs como en agitacion tienen caracteristicas estructurales
similares.

e La actividad del sistema desagregasa formado por Apg2, Hsc70 y JB1 permite la solubilizacién de las

fibras, obtenidas tanto en presencia de liposomas como por agitacion, a monoémeros y oligémeros.
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