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Abstract.

Establecimiento de un modelo humano de neurodegeneracion
a partir de células pluripotentes diferenciadas a linaje neural
en un contexto de sobre-expresion de alfa sinucleina.

Resumen:

Las células pluripotentes humanas pueden ser de origen embrionario, (CMEH), o inducidas
(CMPih). Sus caracteristicas mas atrayentes residen en su inagotable potencial proliferativo y su
pluripotencia o capacidad de diferenciarse a tejidos pertenecientes a las tres capas germinales. Las
CMEH estan constituidas por una poblacién de células derivadas del macizo celular interno del
blastocisto de mamiferos. Las CMPih son células somaticas que han sido reprogramadas mediante
la expresion ectopica de factores de transcripcion fundamentales para el mantenimiento del estado
indiferenciado (por ejemplo: Oct3/4; Sox2 con KIf4 y c-Myc o Nanog y Lin28)
(KazutoshiTakahashi et al, 2007). Las CMPih una vez reprogramadas adquieren caracteristicas de
auto-renovacion y capacidad de diferenciarse dando origen a células de las tres capas germinales.

La capacidad de estas células pluripotentes para recapitular sistemas celulares humanos
experimentalmente in vitro es alta y constituye una herramienta muy valiosa para el estudio tanto
de los mecanismos moleculares que subyacen el desarrollo humano como de enfermedades
neurodegenerativas o cardiacas entre otras

La proteina Alfasinucleina (aSin) es una proteina pequefia de 14 KDa altamente
desorganizada de localizacion ubicua en el citosol y en las terminales sinapticas de las neuronas.
En condiciones normales es soluble, pero en concentraciones elevadas, frente a cambios en el pH,
o cambios en los niveles intracelulares de Ca?*se agrega produciendo neurofilamentos conocidos
como cuerpos de Lewy. Dichos agregados se han observado en formas esporadicas y hereditarias
de la Enfermedad de Parkinson (EP), asi como en la demencia de Lewy.

En el presente trabajo se utilizaron células pluripotentes diferenciadas a neuronas como
plataforma para el modelaje de la sobre-expresion de aSin wt y 2 mutantes asociados a la EP
Familiar. El andlisis del impacto de este tratamiento sobre los cultivos celulares utilizados se centrd
en la evaluacion de la homeostasis mitocondrial en un contexto de sobreexpresion en contraste con
el control no tratado. El enfoque sobre la mitocondria se debe a que existen multiples genes

asociados con la EP que convergen en el mantenimiento de la homeostasis de dicha organela como
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un factor etiologico crucial en la iniciacion y el desarrollo temprano de la enfermedad. Los
parametros analizados fueron morfologia, estado redox, transporte y biodindmica mitocondrial.

Se logroé utilizar exitosamente células pluripotentes humanas diferenciadas como modelo
neuronal humano, proveyendo evidencia novedosa del impacto de la sobreexpresion de aSin sobre
la homeostasis mitocondrial neural. Estos efectos estan asociados, por un lado, a las mutaciones
presentes en las variantes estudiadas, asi como a los niveles de expresion y localizacion de la
proteina respecto a la mitocondria. Asimismo, hemos probado que la fisibn mitocondrial
dependiente de aSin requiere de una interaccion directa entre la proteina y/o agregados de la misma
con la membrana externa mitocondrial. Determinamos ademas que la interaccion de aSin con
membranas mitocondriales depende en gran parte de su secuencia N-terminal, ya que la disrupcion
de dicho dominio en el gen de aSin enddgeno por edicion génica CRISPR-Cas9 indujo cambios
en la morfologia y biodindmica mitocondrial en las neuronas derivadas a partir de la linea celular
editada, lo que soporta un rol fisiologico de la proteina dependiente de su dominio N-terminal.

El rol fisiologico y patoldgico de aSin en la homeostasis mitocondrial axonal evidenciado,
aporta al objetivo de un camino etiol6gico comun subyacente a la patologia de la EP, que en ultima
instancia es fundamental para el entendimiento de las enfermedades neurodegenerativas y es una
herramienta muy util para el disefio de estrategias terapeuticas y/o preventivas para el tratamiento

de las mismas.

Palabras Clave: Enfermedad de Parkinson, Neurodegeneracion, aSin, Neuronas humanas,
Células madre embrionarias humanas, Células madre pluripotentes inducidas humanas,
Mitocondria, Transporte mitocondrial, Fision mitocondrial, Biodindmica mitocondrial,

Homeostasis mitocondrial, Edicion génica.



Abstract.

Establishment of a Human neurodegeneration model from
pluripotent cells differentiated to neural lineage in an over-
expression context of alpha synuclein.

Abstract

Human pluripotent cells can have several origins; they can be embryonic (hESC) or
induced (hiPSC). Their most appealing features reside in their limitless capacity to self-renewand
their pluripotency, or their ability to differentiate into cells from the three germinal layers. The
hESCs are derived from the inner blastocyst massif ofmammals. hiPSCs are somatic cells that
underwent reprogramming by the ectopic expression of transcription factors that act as master
genes controlling the undifferentiated state (e.g.:Oct3/4; Sox2 con KIf4 y c-Myc o Nanog y Lin28)
(Kazutoshi Takahashi et al, 2007). Once reprogrammed, the hiPSCs acquire characteristics that
resembles the proliferative and pluripotent nature of an embryonic stem cell.

The ability of these pluripotent cells, to experimentally model human cell systems in vitro
is high. Mainly due to the straight forward homology with its study object and the possibility of
modeling cellular types that cannot be cultured as primary cultures from adult human tissue, such
is the case for human central nervous system tissues and human cardiomyocytes.

Alpha synuclein (aSyn) is a small protein of 14 KDa, inherently disorganized, and
ubiquitously found in both cytosol and synaptic termini of neurons. In physiological conditions,
it remains soluble, but when present in high concentration and faced with sudden changes in
cellular pH or against changes in intracellular Ca®" levels, it aggregates and produces
neurofilaments known as Lewy Bodies. Those aggregates have been observed in sporadic and
familial forms of Parkinson’s Disease (PD) as well as in Lewy’s Dementia.

In this work, neurons derived from pluripotent human cells were used as a novel platform
to model the overexpression of aSyn wt and 2 mutants associated with familial PD. The analysis
of the impact of such treatment on the chosen cellular cultures focused on the evaluation of
mitochondrial homeostasis in an aSyn overexpression context when compared with the untreated
control. Our group focused on the mitochondria as our main focal point, since there are multiple

genes associated with PD that converge in that organelle as a key etiological factor, crucial in the
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initiation and early development of the disease. To achieve this, we analyzed the following
parameters: mitochondrial morphology, oxidative state transport, and biodynamics.

We have managed to successfully use differentiated pluripotent human stem cells as a
human neural model, providing novel evidence of the aSyn overexpression over neural
mitochondrial homeostasis. These effects are associated, both to the mutations present in the
studied variants, as well as the expression level and localization of the protein regarding the
mitochondria.

More so, we have proven that aSyn dependent mitochondrial fission requires the direct
interaction of the protein or aggregates of it with the mitochondrial outer membrane. Our group
also determined that the interaction between aSyn and mitochondrial membranes largely depends
on its N-terminal sequence, since the disruption of that domain in the endogenous aSyn gene by
genomic edition using CRISPR-Cas9 induced changes in both mitochondrial morphology and
biodynamics within the neurons derived from the edited cell line, which supports the notion of a
physiological role for the protein dependent on its N-terminal domain.

The evidenced physiological and pathological role of aSyn in the maintenance of axonal
mitochondrial homeostasis, contributes to a common underlying path to PD pathology, which
ultimately is fundamental for the understanding of neurodegenerative diseases and is both a useful
and powerful tool for the design of therapeutic and/or preventive strategies for the treatment of

such ailments.

Key words: Parkinson’s Disease, Neurodegeneration, aSyn, Human neurons, Human embryonic
stem cells, human induced pluripotent stem cells, Mitochondria, Mitochondrial Transport,
Mitochondrial fission, Mitochondrial Biodynamics, Mitochondrial Homeostasis, Genomic
Edition.
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Abreviaturas.

Abreviaturas:

6-OHDA : 6-hidroxidopamina.

ActA: Proteina inductora del ensamblaje de actina.

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARD: Acoplamiento residual dipolar.

ARN: Acido ribonucleico.

ARP: Relajacion paramagnética.

BDNF: factor neurotrofico derivado de cerebro.

BFGF: Factor de crecimiento de fibroblastos bésico.

CL : Cuerpos de Lewy

CMEH: Células madre embrionarias humanas.

CMNH: Células madre neurales humanas.

CMPih/hiPSC: Células madre pluripotenciales inducidas humanas/ induced pluripotent stem cells.
c-Myc: proto-oncogén de la familia Myc que funciona como factor de transcripcidn requerido para la
expresion de muchos genes involucrados en la transicion del ciclo celular y eventos asociados a la
proliferacion.

CO.: Dioxido de carbono.

COX-1: subunidad 1 de la citocromo C. oxidasa.

CRISPR-Cas9: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats- enzima endonucleasa de ADN
de ARN guia.

Dibutiril AMPc: Dibutiril Adenosina monofosfato ciclico.

DRP1: Proteina 1 relacionada a dinamina.

EP: Enfermedad de Parkinson.

FA: Fosfatasa Alcalina.

FCCP: Carbonilcianuro-4 trifluorometoxi-fenilhidrazona.

Fgf8: Factor de crecimiento de fibroblastos.

FKBP: Peptidyl-Prolyl Cis-Trans Isomerasa.

FRB: demonio de union a FKBP de mTOR.

GDNF: factor neurotrofico derivado de glia.

GFP/EGFP: Green fluorescent protein/enhanced Green fluorescent protein.

KIf4: De sus siglas en inglés Kruppel-like factor 4

KO: Knock Out.

11



Abreviaturas.

Lin28: Proteina que se une al ARN y acttiia como regulador post-transcripcional de genes involucrados en
la expresion cronoldgica de genes asociados al desarrollo y la auto-renovacion de las células madre
embrionarias.

MAMs: Membranas del reticulo endoplasmatico asociadas a mitocondria.

MAP 5: Microtubule Associated Protein 5.

MDN: Medio de diferenciacion neural.

MEM: Membrana externa mitocondrial.

MFN 1/2: Mitofusina 1/2.

MIN: Medio de induccion neural.

MPTP / MPP*; 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetrahidropiridina/ 1-Metil-4-fenil-piridino.
MSA: atrofia sistémica multiple.

Nanog: Factor de transcripcion con dominio homeobox, involucrado en la proliferacion renovacion y
pluripotencia de las células madre embrionarias.

Neuronas DA: neuronas dopaminérgicas.

NHEJ: Non homologous end joining.

Oct3/4: De sus siglas en inglés octamer-binding transcription factor 4

PA: Potencial de accion.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PGC-1a: Coactivador lalfa del receptor gama activado por proliferadores de peroxisomas.
PID: Proteinas intrinsecamente desordenadas.

PM: Potencial de membrana.

PPlasa: Peptidil prolil Isomerasa.

RE: reticulo endoplasmaético.

Region NAC : péptido amiloidogénico no asociado al componente Ap.

RMN: Resonancia magnética nuclear.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.

SDS: Dodecil sulfato sédico.

SHH: Sonic Hedgehog.

SNARE: Soluble NSF Attachment Protein.

SNC: Sistema nervioso central.

SNCA: Gen codificante para aSin.

Sox2: De sus siglas en inglés Sex determining Region Y-box 2

TH: tirosin hidroxilasa.

TOMZ20: traslocasa mitocondrial de membrana externa.
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Tujl: Beta 3 tubulina.

VDAC: Voltage-Dependent Anion-Selective Channel.

VVPS35: Proteina asociada al trafico vacuolar 35.
WT: wild type.

aSin : Alfa sinucleina

BSin: Beta sinucleina.

vySin: Gama sinucleina.

Abreviaturas.
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Introduccion.

1. Introduccioén.

1.1 Células Madre Embrionarias.

Las células madre embrionarias (CME) constituyen una poblacion de células derivadas del
macizo celular interno del blastocisto (Hyslop et al. 2005), definidas por dos caracteristicas

principales:

. Pluripotencia: potencial para diferenciarse y dar origen a células de las tres capas
embrionarias (Stojkovic et al. 2004).

. Auto-renovacion: habilidad para dividirse indefinidamente. La auto-renovacién debe
distinguirse de la proliferacion celular, a pesar de que ambas dependen de la divisidn celular. Este
proceso implica que al menos una de las células hijas debe conservar intacta la naturaleza

pluripotente que poseia la célula que le dio origen (Shenghui et al, 2009).

Colonias de
Células Madre

Embrionarias

Colonia de CME

/ ¢ Diferenciacion in yitrg
Células
Germinales

Células progenitoras

-
Células w Misculo

Hepaticas Y T Esquelético
Células e Cardiomiocitos
Pancredticas

Endodermo Ne umr:a's alia Mesodermo

| Ectodermo

Figura 1.1: Origen y pluripotencia de las CME humanas. Esquema de obtencidn y diferenciacion in vitro.
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Estas caracteristicas de las CME son mantenidas gracias a la accion orquestada de factores
de trascripcion y vias de sefializacion que transducen sefiales extracelulares que previenen su
diferenciacion y promueven su expansion, manteniendo asi los rasgos epigenéticos que presenta
su cromatina en el estado indiferenciado.

Uno de los mayores beneficios que presentan las CME humanas (CMEH) es su potencial
para generar una fuente ilimitada de poblaciones celulares especificas y homogéneas (Cervera et

al, 2007 Lerou et al, 2005) plausibles de ser utilizadas en medicina regenerativa (Fig. 1.1).

1.1.2 Células pluripotenciales inducidas:

Gracias al aporte del grupo de Yamanaka, en el afio 2007 se logré la reprogramacion de
células humanas desde un estado somatico al pluripotente mediante la expresion ectopica de
factores de transcripcion especificos que actian como genes maestros del estado indiferenciado
(Oct3/4; Sox2 con KIf4 y c-Myc o Nanog y Lin28) (Kazutoshi Takahashi, et al. 2007) (Fig. 1.2).

%ﬁ Celula Somatica Adulta
i -~ %ﬁ Factores de reprogramaclon

“::" CMPih
il VN

Measodermo Endodermo Endodermo

* - * &
— L 00 =2 4% S 6. . M
S8 sS WUt XS

o demaa |k ; s
[T {leazlar Lanlll Lt ot [pidderme Call
Ueintsl el B Thy il Mgiina

=l Call

Figura 1.2: Origen y pluripotencia de las CMPih (New York Stem Cell Foundation. Beyond the Dish —
WordPress 2015)

Estas células madre humanas inducidas (CMPih o hiPSC por sus siglas en inglés) son un

excelente modelo para estudiar los mecanismos moleculares subyacentes a las enfermedades
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neurodegenerativas. Esto se debe a la posibilidad de obtener lineas de células pluripotentes
genotipo especificas del paciente donor. Los alcances para el estudio de patologias y la aplicacion
clinica que ofrecen las CMPih son extensos, y todavia estan en desarrollo. El objetivo de aplicacion
mas avanzado sera la aplicacién de terapias de correccion génica en la linea derivada del paciente
in vitro y la reintroduccion al organismo de tipos celulares especificos sin la alteracion génica
asociada a la enfermedad (J.L. Badger, et al. 2013).

Asimismo, las células pluripotentes, sean de origen embrionario o inducidas y las células
derivadas a un linaje especifico a partir de ellas, pueden ser utilizadas como fuente de modelos
celulares humanos in vitro, una herramienta de gran utilidad para la investigacion bésica. Obtener
cultivos primarios de tejidos con potencial proliferativo reducido en el humano adulto ha probado
ser dificultoso y limitadamente reproducible. Este es el caso de los tejidos del sistema nervioso.
La obtencién de material cadavérico presenta maltiples desventajas, tales como una ventana de
tiempo reducida en cuanto la obtencion de explantos viables, la supervivencia de los mismos y las
dificultades logisticas y regulatorias para manejar un cadaver humano y obtener las muestras. Otras
desventajas son la escasa cantidad de individuos que donan sus tejidos para investigacion y la baja
supervivencia per se de los cultivos primarios. Los modelos animales, si bien fundamentales en la
neurociencia, tienen limitaciones en la representacion de un sistema nervioso tan complejo como
lo es el del ser humano. Estados patologicos neurodegenerativos asociados al envejecimiento y
carga genomica del individuo humano no pueden ser evocados en su totalidad en un contexto
animal.

El nimero de enfermedades que podrian ser tratadas y/o modeladas con CMEH es extenso
e incluye desordenes neurodegenerativos, como la Enfermedad de Parkinson (EP), lesiones
producidas por accidentes cerebro vasculares, lesiones de médula, entre otras como asi también
otros desdrdenes no relacionados con el sistema nervioso central (SNC), tales como diabetes,
distrofia muscular o disfuncion cardiaca entre otros.

Induciendo la diferenciacion de celulas pluripotentes es posible generar un nimero
ilimitado de neuronas con fenotipo especifico bajo condiciones de cultivo estandarizadas y
controladas. En 1998, Ye y Rosenthal descubrieron que la neuronas dopaminérgicas (DA)
requieren concentraciones especificas de los morfégenos Sonic hedgehog (SHH) y factor de
crecimiento de fibroblasto 8 (FGF8), que son aportados in vivo por el tubo neural y la frontera

entre el mesencéfalo y el metencéfalo respectivamente, por ende los primeros protocolos in vitro
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con el fin de inducir neuronas DA positivas para tirosina hidroxilasa (TH") a partir de CMEH,
fueron orientados a la utilizacién de protocolos que incluyan dichos factores de crecimiento en
cultivos indiferenciados.

Desde aquel entonces, se han producido avances significativos en las técnicas de cultivo,
especialmente en lo referente a la profundizacion en el conocimiento empirico que mejora la
activacion de las vias de transduccion que modulan la diferenciacion dopaminérgica. Sin embargo,
existen todavia interrogantes acerca del conocimiento de todos los factores intrinsecos, exogenos
y la interrelacion entre estos que permiten la diferenciacion desde un estado de neuroblastos a
precursores comprometidos al fenotipo DA, derivando finalmente a la neurona DA madura (Smith
S, Burbach H y Marten P. Smidt 2006).

Las terapias de reemplazo celular en enfermedades neurodegenerativas como la EP
utilizando los disefios de trasplante al dia de la fecha, han fallado en cumplir con las expectativas.
Las pruebas clinicas preliminares han mostrado las falencias actuales del estado de la técnica. Entre
ellas podemos nombrar: el desarrollo de potenciales efectos adversos no anticipados y
frecuentemente discapacitantes, la evidencia del desarrollo de sintomas de la enfermedad en las
células trasplantadas y la probabilidad de que el tratamiento de implante no ayude en la mejoria
de los sintomas no dependientes de dopamina durante el estado avanzado de la enfermedad
(Olanow et al, 2009).

Es por ello necesario la caracterizacion exhaustiva de las moléculas responsables de la
adquisicion de un determinado fenotipo neuronal en el modelo in vitro para eventualmente lograr
una aplicacion efectiva y segura de los tratamientos de reemplazo celular, las perspectivas son
buenas, pero todavia falta un largo camino por recorrer.

El potencial de modelado de tejidos neurales in vitro de las células pluripotentes sin
embargo puede ser aprovechado con el conocimiento actual del desarrollo y diferenciacion tisular.

Para poder evaluar un modelo experimental como exitoso, el mismo debe cumplir:

e Compartir caracteristicas con lo que se desea modelar (por ej. no es posible estudiar

factores de transcripcion en procariotas).
e Homologia respecto al objeto de estudio: Una misma accion ejercida tanto sobre el modelo

como en el objeto de estudio tendra una misma consecuencia.
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e Isomorfismo con el objeto de estudio: Existe un paralelismo en las formas del objeto de
estudio y el modelo propuesto.

e Validez de constructo: para generar el modelo, se toman elementos de la etiologia de la
enfermedad y se incorporan al mismo. En el caso de la enfermedad de Parkinson (EP), no
existe construccion fija (desconocida la etiologia exacta de la patologia). En estos casos,
para poder modelar, se usan las teorias mas aceptadas en el momento como puede ser el
modelo de EP inducido por neurotoxinas como la 1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-
tetrahidropiridina (MPTP), o lesidn estereotaxica con 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

e Validez aparente (Face validity): Fenotipos del modelo son similares a los de la patologia
a modelar.

e Validez predictiva: Relacionada al éxito de las predicciones basadas en el modelo.
(F. Josef van der Staay, et al. 2009).

Resulta claro entonces que los modelos in vitro a partir de células pluripotentes
diferenciadas o tempranamente comprometidas a linaje cumplen con todos esos requisitos y
permiten el trabajo en linea humana con un mayor éxito en los puntos de isomorfismo, homologia,
validez aparente y reproducibilidad frente a modelos no humanos, lineas inmortalizadas o de
cultivo humano primarios con todos los desafios que ello implica.

Existen varios modelos animales establecidos que proveen informacién respecto a los
mecanismos moleculares subyacentes a la EP, sin embargo, ninguno de estos modelos recapitula

totalmente la patofisiologia de la enfermedad en humanos.

1.2 Desordenes Neurodegenerativos asociados a Alfa Sinucleina (aSin):

Las enfermedades neurodegenerativas, al dia de la fecha, presentan amplias incognitas en
cuanto a su etiologia y mecanismos patoldgicos y este es el caso de las alfa-sinucleinopatias. La
proteina alfa sinucleina (aSin) es una proteina con localizacion ubicua en el citosol y en las
terminales sinapticas de las neuronas. En condiciones normales es soluble, pero en concentraciones
elevadas se agrega produciendo neurofilamentos conocidos como cuerpos de Lewy. Dichos
agregados se han observado en formas esporadicas y hereditarias de la EP, asi como en la demencia
de Lewy. La EP es considerada la segunda patologia neurodegenerativa en frecuencia sélo después
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de la enfermedad de Alzheimer. La etiologia de la EP aun no se conoce, aproximadamente el 90%
de los casos se consideran esporadicos o idiopaticos, mientras que el resto tienen un origen
genético ligado a alguno de los 20 loci identificados hasta el presente. La EP se caracteriza
clasicamente por manifestaciones motoras denominadas cardinales (temblor de reposo,
bradicinesia, rigidez e inestabilidad postural. Por otra parte, los sintomas no motores son frecuentes
presentdndose hasta en el 90% de los casos y en particular la hiposmia, trastornos del suefio,
trastornos neuropsiquiatricos y sintomas gastrointestinales disautonémicos pueden preceder a las
manifestaciones motoras (Hughes AJ, et al. 2007; O’Sullivan SS, 2007)

Esta enfermedad estd caracterizada por la pérdida progresiva de neuronas DA vy la
acumulacién de inclusiones eosinofilicas intracelulares llamadas cuerpos de Lewy (CL) (Figl.3).
Existen otras patologias neurodegenerativas que comparte el sintoma de los CL, como la demencia
de Lewis. En las ultimas décadas se ha generado una vasta cantidad de informacion respecto a las
patologias asociadas a cuerpos de Lewy, sin embargo, todavia existen mdltiples incdgnitas
respecto a las causas y progresion de estas enfermedades. Una de las preguntas principales se
centra en si los agregados que contienen aSin son dafiinos per-se o si se trata de un mecanismo de
detoxificacion donde la célula secuestra componentes proteicos individuales que de otra manera

serian téxicos.

Figura 1.3: Cuerpos de Lewy aSin*. En
tejido post mortem de substantia nigra de
pacientes con Enfermedad de Parkinson.
Tincién con anticuerpo anti aSin (marrén).
En la imagen se observa una Unica célula
nerviosa conteniendo dos cuerpos de Lewy.
Barra de escala: 8 um. (Spillantini, M. G. et
al 1997)

Dos grupos sugieren que las inclusiones conteniendo aSin podrian no ser toxicas en si

mismas, pero las especies de oligomeros intermediarios en la via de agregacion podrian ser
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responsables por la proteotoxicidad de aSin (Volles, M.J. and Lansbury, P.T., 2003; Winner, B.,
etal., 2011).

Las bases moleculares asociadas a la EP (y otras sinucleinopatias) parecen estar
estrechamente relacionadas a la agregacion de oSin. aSin es una proteina acidica pequefia
(14KDa), no contiene residuos cisteina ni triptéfano, y se encuentra distribuida de manera ubicua
en el SNC tanto en forma soluble como asociada a membranas y enriquecida en las terminales pre-
sinapticas. Representa hasta el 1% de fracciones cerebrales de proteinas solubles del citosol
neuronal (Kim WS et al, 2014). En neuronas DA se ha sugerido que interactia con vesiculas
sinapticas cargadas con dopamina (Jo, E., et al, 2000).

En 1997 se realizaron dos importantes descubrimientos que condujeron a la profundizacion
del estudio del rol de esta proteina en la etiologia de la EP. La demostracion de que mutaciones
especificas en el gen de aSin esté relacionada con casos familiares de la EP de aparicion temprana
(P. Flagmeier et al, 2016) y la demostracion de que dicha proteina es componente principal de los
CL (Bayer TA, et al, 1999). La homologia de aSin entre especies es mayor en su extremo N-
terminal, y presenta una mayor variabilidad hacia el extremo C-terminal. La expresion de aSin es
bastante alta, constituyendo hasta el 1% de proteina total en ciertas regiones del cerebro. Dentro
de las células neuronales, aSin ha sido detectada tanto en citoplasma como en ndcleo (lwai, A., et
al.,1995).

La secuencia aminoacidica de aSin (Fig. 1.3) estd muy conservada especialmente en los
extremos N- terminales. Dicha region contiene siete repeticiones imperfectas de 11 residuos
(formando una a-hélice anfipatica) que contienen la secuencia consenso KTKEGV (Vamvaca, K.,
Volles, M.J. y Lansbury, P.T. 2009). Los residuos 61-95 contienen varios aminoacidos
hidrofobicos y un péptido especifico de esta region, que es llamado péptido amiloidogénico no
asociado al componente AP (region NAC) mientras que el domino C-terminal se encuentra
enriquecido en aminoacidos de tipo acidos, lo que determina una carga regional negativa (Figura
1.4). La region C-terminal, comprendida entre los residuos 96-140 esta enriquecida en
aminoacidos &cidos y prolinas, las primeras dos regiones constituyen el dominio de asociacion a
membrana y se propone a la cola C-terminal como la regidn que contiene los sitios donde se dan

las interacciones proteina-proteina y proteina-molécula pequefia.
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1 MDVFMRGLSK AREGVVAAAE RTRQGVAEAA GRTREGVLYV GSKTHEGVVH GVATVAERTR EQVTIVGGAV
BO VIGVTAVAQK TVEGRGSIAA ATGFVKKDQL GKNEEGAPQE GILEDMFVDP DNWEAYEMPSE EGYQDYEPEA

Figura 1.4: Secuencia proteica humana de aSin (140 aa; accesion number: P37840.1). Las regiones resaltadas
corresponden a las 7 repeticiones imperfectas de 11 residuos cada una y en rojo se marca la secuencia amiloidogénica
NAC (Vamvaca et al. 2009).

La proteina aSin se incluye en el conjunto de proteinas conocidas como intrinsecamente
desordenadas, una clase de proteinas caracterizadas por la falta de estructura definida en su
conformacion soluble nativa (Dunker, A.K., et al., 2001). En 1996, Weinreb et al demostraron que
en solucion oSin sedimenta mas lentamente y presenta un radio de Stokes (34 A) mucho mayor
que proteinas globulares de similar tamafio sugiriendo que la conformacion soluble es la de una
proteina desplegada o elongada.

Otros estudios enfocados en la caracterizacion del estado no agregado de aSin han
dependido de las técnicas de simulacién in silico de dinamicas moleculares y técnicas de
resonancia magnética nuclear (RMN) (Fig. 1.5) de mayor complejidad, como puede ser el
acoplamiento residual dipolar (ARD) y ensayos de aumento de la relajacion paramagnética (ARP).

AsOoP
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Region N-terminal

(AA 1-60)
ﬁ'\/
' = e Dominio C-terminal
Region NAC JV) -_union a Ca* (AA 96-140)
(AA 61-95) 4

2

Figura 1.5: Estructura de aSin unida a vesiculas de SDS. La estructura de la proteina completa fue determinada por
RMN (PDB ID: 1XQ8) y la imagen fue representada mediante el software Pymol. La estructura esta coloreada desde
el azul (Extremo N-terminal) hacia el rojo (extremo C-Terminal). (Whittaker, H. T., et al 2017)
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Estas técnicas han producido resultados que sugieren que aSin adopta varios miles de
conformaciones estructurales diferentes, muchas de las cuales son mas compactas que las
esperadas para un espiral proteico desplegado (Dedmon, M.M., et al. 2005).

Muchas de estas conformaciones incluyen interacciones de larga distancia (15 a 20 A) entre
los dominios C- y N-terminales y la porcion central de la proteina (Dedmon, M.M., et al., 2005;
Bertoncini, C.W., Jung, Y.-S., et al., 2005). La estructura nativa de aSin esta determinada en gran
medida por su relativa baja hidrofobicidad y alta carga neta. Es entonces esperable que alteraciones
ambientales del microambiente donde se encuentre la proteina lleve a un aumento en la
hidrofobicidad o una disminucion de la carga neta y esto a su vez induzca el plegamiento parcial
de la misma. El exceso de carga negativa de la proteina (Punto Isoeléctrico 4.7) puede ser
neutralizado por la acidificacion de la solucidn proteica, y es esperable que la hidrofobicidad de la
proteina aumente con un aumento en la temperatura. Esta hipotesis fue probada y se observé que,
cambiando dichos parametros de solucion, aSin gana un cierto nivel de estructura secundaria
ordenada, y una mayor compactacion (V.N. Uversky, et al, 2001).

Se ha demostrado que los aniones inducen el plegamiento parcial de aSin a pH neutro,
favoreciendo la aparicién de intermediarios de plegamiento y acelerando la formacién de fibrillas.
La magnitud de este efecto depende de la posicién del anion en la serie de Hofmeister, indicando
que el mayor impacto de estas especies cargadas negativamente en la formacion de fibrillas se
debe a su modulaciéon de las interacciones proteina-H.O, aunque los efectos electrostaticos
directos también deben ser tenidos en cuenta. El aumento en la agregacién puede ser considerado
entonces como el resultado de la pérdida de carga descompensada, que es un factor que promueve
la solubilidad en medio polar, y un aumento en la hidratacion preferencial que promueve el
plegamiento y agregacion por la estabilizacion de interacciones hidrofdébicas. Los procesos de
nucleacion y crecimiento de fibrillas se ven afectadas por una combinacion de estos dos efectos.
La adicion de bajas concentraciones de sal disminuye la repulsion electrostatica entre residuos de
la proteina, dando lugar a los conférmeros que favorecen la agregacion amiloidogénica. Altas
concentraciones de sales deshidratan la proteina y favorecen mas aun su agregacion (L.A.
Munishkina et al, 2004)

Finalmente se llego a la conclusion que aSin en un medio a pH neutro, se mantiene en un
estado desordenado y falto de estructura terciaria, sin embargo, demuestra un nivel de

compactacién mayor al esperable para un péptido totalmente extendido.
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Se ha sugerido que aSin es degradada por vias lisosomales que pueden presentar pH de
valores tan bajos como 5.5 (Masliah E, et al. 2005). Esto indica que el pH local al que se halla
expuesto aSin puede cambiar significativamente durante su ciclo funcional. aSin es ademas
detectada en fluidos bioldgicos humanos y en el medio de cultivo de células neuronales, sugiriendo
un modo de accion paracrino en el medio extracelular (Vekrellis et al., 2011).

Podemos concluir entonces que, al igual que otras proteinas desordenadas, aSin puede
describirse como un ensamble altamente dinamico de conformaciones favorecidas segin las
condiciones del medio circundante (D. Eliezer et al, 2001). Dentro de las variables de plegamiento,
la tendencia a la agregacion es variada, la forma levemente plegada se considera poco propensa a
la agregacion y muchos intermediarios de mayor plegamiento si presentan dicha tendencia.

En condiciones fisioldgicas normales, el equilibrio entre los conférmeros de plegamiento
se encuentra favorecido hacia las formas no adherentes de la proteina, sin embargo, como ya ha
sido expuesto, dicho equilibrio es sumamente inestable y puede ser facilmente desplazado por
cambios sutiles del ambiente hacia conformaciones que permiten los agregados amiloidogénicos.
Diferentes factores pueden estabilizar diferentes conformeros y por lo tanto producir estados de
agregacion variados de aSin, como pueden ser: oligdmeros, agregados amorfos y fibrillas de tipo
amiloide.

La forma soluble parcialmente compacta de aSin ilustra un concepto ampliamente aceptado
respecto a la ventaja adaptativa de la variabilidad en conférmeros de plegamiento de las proteinas
intrinsecamente desordenadas (PID). Las PID contienen en si mismas los elementos que pueden
asociarse en interacciones moleculares no nativas. De esta manera el plegamiento intermedio de
una cadena poli-peptidica de una PID puede ocultar dichos elementos dentro del nucleo de
plegamiento, previniendo de esa manera asociaciones no requeridas o innecesarias con moléculas

inespecificas que actuarian como compafieros de interaccién (V.N. Uversky et al, 2011).

1.3 Factores Hereditarios asociados a la EP:

En el caso de la EP, tres mutaciones de sentido alterado (missense) puntuales en el gen de
aSin (A30P, A53T, y E46K), presentes en linajes con EP familiar, han demostrado estar
correlacionadas con la aparicion de sintomas tempranos de la enfermedad. Dos mutaciones
missense en el gen de oSin, correspondientes a las sustituciones AS5S3T y la A30P fueron

identificadas en 2 linajes que presentaban EP de aparicion temprana de herencia autosémica
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dominante (Polymeropoulos, M et al 1997; Kruger, R et al 1998). Asimismo, la sobreexpresion
de aSin wt, en ratones transgenicos (Masliah, E, et al 2005) o wt, A30p y A53T en moscas
transgénicas (Feany, M et al 2000) llevan a déficits motores e inclusiones neurales que evocan
sintomas de la EP. Reportes previos han demostrado que estas mutaciones forman agregados
fibrilares de manera mas rapida que la version wt . Esta mayor tendencia a la agregacion depende
directamente de los intermediarios parcialmente plegados de aSin que en el caso de los mutantes
son mas proclives a agregarse y no asi a cambios en la forma monomeérica desplegada de la proteina
(Jie Li et al 2002).

Los efectos del cambio en la secuencia génica en la cinética de agregacion de aSin han
sido objeto de intenso estudio desde el descubrimiento de esta proteina como principal
constituyente de los CL (Spillantini MG et al 1998; Conway KA, et al. 2000; Fares MB et al.
2014). Duplicaciones (Chartier-Harlin, M.-C. et al. 2004) y triplicaciones (Singleton, A.B. et al.
2003) del gen de aSin y por ende su sobreexpresion también son causa de sintomas tempranos en
la etiologia de la EP.

Pacientes con triplicaciones del gen de la aSin (SNCA) presentan un inicio temprano de la
enfermedad en comparacién con pacientes con duplicaciones del SNCA, esto indica que los
niveles intracelulares de aSin determinan el desarrollo de la patologia de manera dosis dependiente
(Fuchs, J. et al 2007; Ibafiez, P. et al. 2009). Como ya ha sido mencionado, las propiedades de
agregacion en membrana de aSin in vitro, sugieren que la proteina toma una conformacion de a-
hélice en su extremo N-terminal al interactuar con lipidos. La disrupcion de este tipo de
conformacion via la mutacion puntual de aSin A30P conlleva a una disminucion en la afinidad de
la proteina por lipidos, mientras que la mutacion aSinAS3T produce el efecto contrario (Perlmutter
et al. 2009). Esta diferencia en la afinidad por lipidos correlaciona con un establecimiento mas
temprano y sintomas mas severos en el desarrollo de la EP para los pacientes que portan la
mutacion A53T.

Los pacientes con mutacion A30P presentan un desarrollo més tardio y sintomas mas
ligeros que el otro mutante (Kruger, R. et al. 2001; Puschmann, A. et al. 2009). Sin embargo, no
es claro como estas dos mutaciones que tienen efectos opuestos en la afinidad de aSin por las
membranas culmina en defectos mitocondriales. Se ha propuesto una asociacion diferencial con
dicha organela dependiendo de la mutante en cuestion, algunos estudios han reportado presencia

de aSin dentro de la mitocondria y otros han reportado la localizacion en la membrana externa
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mitocondrial (MEM) (Zhang, L. et al. 2008; Devi, L. et al. 2008; Martin, L. J. et al. 2006). De
manera interesante, se han observado cambios en la morfologia mitocondrial como un desarrollo
en comun tanto en modelos animales como en modelos celulares humanos de sobreexpresion de
ambas mutantes y la variante wt de aSin (Butler, E. K. et al. 2012; Kamp, F. et al. 2010; Xie, W.
& Chung, K. 2012; Devi, L. et al. 2008, Nakamura, K. et al. 2011). Ademas, la funcion de aSin
ha sido relacionada con el proceso de fision mitocondrial (Kamp, F. et al. 2010, Nakamura, K. et
al. 2011, Martinez, J. H et al. 2018). Sin embargo, no ha habido hasta el momento evidencia robusta
demostrando una regulacion directa del tamafio mitocondrial dependiente de aSin en neuronas

humanas.

1.4 Funciones fisiologicas de aSin:

Existen diferentes posibles funciones que se le atribuyen a aSin, incluyendo funciones en
el trafico y liberacion de vesiculas sinapticas, asociacion a acidos grasos y regulacion fisioldgica
de ciertas enzimas, y elementos proteicos de la maquinaria de transporte celular (K.K. Dev, et al.
2003). Esta ademas relacionada a procesos referentes a la supervivencia neuronal. Se cree que la
proteina aSin es parte del sistema de proteccion neuronal frente a estimulos apoptéticos (C.A. da
Costa, et al. 2000) aSin es paraloga a otras dos proteinas del SNC, llamadas B- y y-sinucleina.
Ratones triple KO para a- - y ySin mostraron una mayor disminucion dependiente de la edad en
el ensamblado del complejo SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor por sus siglas en inglés) cuya funcion principal es mediar la fusion entre
membranas. aSin presenta una actividad chaperona no clasica que juega un rol en el ensamblaje
de dicho complejo. Tanto el extremo N- como el C-terminal de la proteina estan implicados en
esta funcidn, ya que el extremo N-terminal se une a los fosfolipidos mientras que el extremo C-
terminal es necesario para la union con sinaptobrevina (una de las componentes del complejo
SNARE) (Burre, J., et al., 2010).

Esto demuestra que las sinucleinas son importantes contribuyentes al mantenimiento de la
homeostasis celular a largo plazo de las células del SNC (B. Greten-Harrison et al. 2010). Se ha
demostrado que la aSin interactta fisicamente con al menos 30 proteinas, dando cuenta del rol
subyacente de esta proteina en la sefializacion celular (K.K. Dev, et al. 2003; V.N. Uversky, 2008;
J.E. Payton et al. 2001).
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1.5 Formacion de semilla de agregacion.

Una caracteristica distintiva del proceso de formacion de agregados amiloides de aSin de
acuerdo a estudios in vitro, es que la nucleacién primaria homogénea (la formacion de nucleos de
agregacion competentes en una solucion de la proteina) es indetectablemente lenta (Buell AK, et
al. 2014). Sin embargo, esta bien establecido que el proceso per se es altamente favorecido por la
presencia de superficies como pueden ser las presentes en vesiculas lipidicas 0 membranas de
organelas (Galvagnion C, et al. 2015; Grey M, et al. 2015). Esta funcién de soporte puede ser
Ilevada a cabo por polimeros hidrofobicos en forma de nano-particulas (Vacha R, Linse S et al.
2014) o superficies macroscopicas (Grey M et al. 2011).

Cabe agregar que, si bien la agregacion espontanea no es observada en condiciones
quiescentes en ausencia de superficies de nucleacién apropiadas, la adicién de fibrillas “semilla”
permite el desarrollo de los agregados (Buell AK, et al. 2014; Wood SJ, et al. 1999). En este
contexto ha sido observado que el mecanismo de agregacion de aSin es dependiente en gran
medida de las condiciones de la solucién en donde la proteina esta solubilizada. Siendo
condiciones centrales en el crecimiento y proliferacion de fibrillas de aSin el pH de la solucién y
la presencia de los nombrados agregados “semilla” (Buell AK, et al. 2014).

La tasa de elongacion de las fibrillas es modificada de manera leve por cambios en la
secuencia aminoacidica de aSin asociados a la EP familiar. Sin embargo, estas mutaciones pueden
alterar en varios o0rdenes de magnitud la tasa de iniciacién de produccion de fibrillas inducidas por
vesiculas lipidicas y su proliferacion por auto-catalisis en la superficie de fibrillas pre-existentes,
cambiando significativamente la importancia relativa de los pasos especificos propios del
mecanismo de formacion de las fibrillas amiloides (P. Flagmeier et al. 2016)

En el modelo Caenorhabditis Elegans sp. la sobreexpresion de las variantes humanas de
aSin (wt, A30P, y A53T) causaron una acumulacion fibrilar de aSin en neuronas DA Estos gusanos
fallaron en la modulacidn de la tasa de movimiento frente a estimulos asociados a la alimentacion,
funcién que normalmente es atribuida al control del eje dopaminérgico (T. Kuwahara et al. 2006).
Individuos transgénicos C.elegans sp expresando aSin bajo el control del transportador activo de
dopamina (DAT por sus siglas en inglés) mostraron una neurodegeneracion asociada al
envejecimiento y a la exposicion a dopamina de manera dosis dependiente (S. Cao, et al 2005; S.
Hamamichi et al. 2008).
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Notablemente, mediante la sobreexpresion de aSin humana en el sistema de eucariotas
inferiores, Sacharomyces Cerevisiae sp, se ha podido recapitular varios de los aspectos
relacionados con el plegamiento anémalo de proteinas y la toxicidad amiloide caracteristicas
presentes en la EP. Actualmente es un modelo sumamente utilizado para estudiar el rol patolégico
de la proteina en cuestion (Franssens. V et al. 2010). En diferentes modelos animales, se observé
la apariciéon de depoésitos aSin® en respuesta a la exposicion de diferentes neurotoxinas (R.
Betarbet, et al. 2000).

1.6 Propagacion del estado patoldgico en a-Sinucleinopatias

En estudios in vitro se demostro que la proteina aSin es fundamental en la propagacién de
las sinucleinopatias. Cuando dos poblaciones de neuronas DA humanas fueron co-cultivadas, unas
sobre-expresando aSin (células donantes) y las otras con una expresion enddgena de la proteina
(células receptoras) se demostrd que la patologia en efecto se propagaba de neurona a neurona a
juzgar por la presencia de agregados de aSin en ambas poblaciones. La aparicion de inclusiones
tipo CL en las células receptoras se dio de manera correlativa al nivel de sobre-expresion y el
numero de inclusiones tipo CL presentes en las células donantes observadas (P. Desplats, et al.
2009).

La proteina es secretada, a través de mecanismos no clasicos dependientes de calcio que en
parte depende de exosomas (Emmanouilidou et al., 2010), pequefias vesiculas extracelulares que
derivan de endosomas luego de su fusion con la membrana plasmatica (Chivet et al., 2012). aSin
extracelular es toxica para las células receptoras, lo cual le ha otorgado una importancia central en
la propagacién de la enfermedad también conocida como “contagio” en el contexto de la EP
(Kordower et al., 2008; Li et al.,2008). Se ha demostrado ademas que formas oligoméricas de aSin
pueden crear poros que comprometen la integridad de la membrana plasmatica y sirven como
nucleos de agregacion cruzada para otras proteinas propensas a la agregacion como los priones o
el peptido beta amiloide (Danzer et al., 2007; Tsigelny et al., 2012).

Estos resultados fueron avalados por numerosos estudios in vitro que establecieron que
aSin recombinante se ensambla facilmente en agregados fibrilares amiloides y oligdmeros bajo
diversas condiciones. Esta tendencia a la agregacion es modulada por factores ambientales,
modificaciones post-traduccionales, mutaciones puntuales asociadas con la EP familiar e

interacciones con membranas celulares o proteinas, incluyendo chaperonas B y vy sinucleinas
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(Breydo et al., 2012). Analisis conformacionales revelaron que tanto o-, B- como ySin se
encuentran desplegadas bajo condiciones fisiologicas in vitro, y son capaces de adoptar
conformaciones parcialmente plegadas a bajo pH. Si bien a- Y ySin forman agregados fibrilares,
BSin no formo agregados bajo las mismas condiciones experimentales. Curiosamente la adicion in
vitro tanto de - como ySin en una relacion molar 1:1 aumenté dramaticamente el tiempo lag del
inicio de nucleacion de aSin y disminuyo la tasa de elongacion de sus fibrillas. Asimismo, la
formacion de agregados fibrilares de aSin se ve completamente inhibida en un contexto de relacion
molar 4:1 de exceso de B- o ySin (V.N. Uversky, et al. 2002) 11970-11978. B-Sin también inhibe
la agregacion de aSin en modelos animales (M. Hashimoto et al. 2001).

La formacion de tetrdmeros mixtos estables entre las sinucleinas ha sido propuesta como
un mecanismo de inhibicion (E. Israeli et al.2009) esto sugiere que - Y ySin serian reguladoras
de la fibrilacion de aSin in vivo, actuando como una suerte de chaperona. De ello se desprende que
uno de los factores posibles en la etiologia de la EP seria una disminucion en los niveles de - 0
ySin (V.N. Uversky, et al. 2002).

La nucleacion cruzada ha sido también demostrada para oligdbmeros de proteinas
amiloidogénicas. Kayed et al demostraron que tanto los oligomeros de péptido A amiloide como
los de aSin son capaces de servir como “semilla” para la formacion de oligdmeros Tau citotoxicos
(E.A.Waxman et al. 2011). Es por ello altamente probable que la nucleacion cruzada sea un
mecanismo subyacente en la agregacién de aSin por parte de proteinas amiloidogénicas. Proteinas
no amiloides también pueden influir la agregacion de aSin por otros mecanismos, por ejemplo: la
adicion de la peptidil-prolil-isomerasa (PPlasa) FKBP acelera la agregacion de aSin in vitro,
mientras que la adicion de un inhibidor de PPlasa suprime dicho proceso (J. Meuvis, et al 2010;
M. Gerard, et al. 2006).

Varios factores han demostrado contribuir al desarrollo y progresién de enfermedades que
presentan cuerpos de Lewy, incluyendo factores genéticos y ambientales. Existen tres mecanismos
moleculares principales propuestos para explicar la neurotoxicidad de aSin y sus agregados: la
distorsion mecanica de procesos y compartimentos celulares y la ganancia o pérdida de funcion
que resulta en citotoxicidad. La nocion més importante asociada a la EP y otras sinucleinopatias
es que si bien estan caracterizadas por la acumulacion de depdsitos de aSin, estas enfermedades
neurodegenerativas son multifactoriales, su patogénesis no puede ni debe ser explicada solamente

por la agregacion de dicha proteina. Factores como la predisposicion genética, insultos toxicos,
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fallas en el sistema de chaperonas disfuncion proteosomal, dafio oxidativo, son sélo algunos de los

motivos que pueden contribuir a la aparicion y desarrollo de las a-sinucleinopatias (M.C. Bennett,
2005).

1.7 Membranas lipidicas y agregacion de aSin.

En el caso de las membranas, las propiedades fisicoquimicas de los lipidos que las
componen influencian de manera significativa la magnitud en la que pueden desencadenar el
evento de nucleacion (Galvagnion C. et al. 2016). Estudios estructurales enfocados a la
caracterizacion de la forma unida a membrana de aSin mediante RMN revelaron que su acople a
lipidos cambia dramaticamente el contenido de a-hélices (R.J. Perrin, et al. 2000; W.S. Davidson
et al. 1998). O sea, aSin forma una variedad de estructuras helicoidales al unirse a membranas
dependiendo de la composicion de estas. La estructura full-lenght unida a membranas de vesiculas
de dodecil sulfato sodico (SDS) negativamente cargadas, adopta una conformacion de dos a-
hélices antiparalelas curvas (Val3-val37 y Lys45-Thr92) conectadas por una regién linker
ordenada, mientras que la region C-terminal se mantiene sin estructura fija (T.S. Ulmer et al. 2005)
(Fig.9). Micelas de lauroil sarcocinato sodico, o Sarkosylmicelas, promueven una estructura
similar exceptuando que el linker entre las a-hélices se mantiene desestructurado (J.N. Rao et al.
2010). Sin embargo, la union a bicapas lipidicas promueve una forma de una a-hélice curvada
Unica entre los residuos 1-90 (C.C. Jao et al. 2008; S.B. Lokappa et al. 2011). Esto sugiere un rol
fundamental de la composicién lipidica de membranas en la regulacion del balance del
comportamiento fisioldgico y aberrante de aSin (Galvagnion C. et al. 2016).

Las a- hélices que puede formar aSin forman parte de la clase A2 de dominios helicoidales
de unidn a lipidos de membrana. Este grupo se distingue por la agrupacion de residuos basicos con
prevalencia de lisinas respecto de argininas en la interfase polar-apolar, posicionada + 100° del
centro apolar embutido en la bicapa y varios residuos glutamato en la superficie polar [408-410].
En terminales pre-sindpticas, los mondémeros de aSin existen en un equilibrio entre su estado
soluble y asociado a membrana (P.J. McLean, et al 2000). Estudios realizados en fracciones de
cerebros de rata revelaron que aproximadamente 15% de aSin se encuentra asociado a membrana
(Lee, H.-J., Choi, C. y Lee, S.-J. 2002) y la proteina ha sido recientemente hallada en asociacion
con membranas mitocondriales en neuronas normales (Li, W.-W. et al. 2007; Zhang, L. et al.,
2008).
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Utilizando espectroscopia 2H y 31P-RMN se demostrd que la asociacion de aSin con
membranas negativamente cargadas de vesiculas multilamelares, tiene un efecto profundo sobre
la integridad de dichas bicapas conteniendo fosfolipidos anionicos, favoreciendo la formacion de
estructuras vesiculares pequefias con monocapa lipidica (J. Madine et al. 2006). Estudios de
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica, y espectroscopia de fluorescencia
revelaron que la carga lipidica de vesiculas pequefias unilamelares también es afectada por su
interaccion con aSin. Se ha observado que la unién de la proteina aumenta las temperaturas de
desagregacion de las cadenas lipidicas y favorece la cooperatividad de transiciones de fase, que ha
sido atribuida a defectos de curvatura de las membranas de las vesiculas (F. Kamp y K. Beyer,
2006).

La union de aSin a las membranas ademas, aumenta la curvatura de las mismas y favorece
su disgregacion, convirtiendo grandes vesiculas fosfolipidicas en tibulos y pequefias vesiculas (J.
Varkey, et al. 2010). La formacién de tdbulos fue especialmente favorecida en vesiculas con

contenido bajo de lipidos anionicos (A.P. Pandey, et al. 2011).
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Figura 1.6: Modelo del plegamiento de aSin y cambios conformacionales inducidos por la unién a pequefias
moléculas superficies estabilizantes (Ferreon et al 2009).

También se ha observado que la forma monomérica de aSin unida a la membrana lipidica

previene la oxidacion lipidica. La funcion antioxidante de aSin es atribuida a su facil oxidacion
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via la formacion de sulféxido de metionina. Estos hallazgos sugieren que aSin bien podria inhibir
la oxidacion lipidica como parte de sus funciones fisiologicas (M. Zhu, et al. 2006).

La interaccion de aSin con membranas altera la cinética y las vias de agregacion in vitro.
Los efectos de union a membrana varian desde la inhibicion a la aceleracion de la agregacién de
la proteina (M. Necula, et al. 2003; E. Jo, et al. 2000/2004; M. Zhu, et al. 2003; R.J. Perrin et al.
2001; N.B. Cole et al, 2002; R. Sharon et al. 2003). La induccién de plegamiento por interaccion
con membranas genera tanto oligbmeros ricos en hojas plegadas  (N.B. Cole et al. 2002; M.
Ramakrishnan, et al. 2006) como oligdmeros enriquecidos en a-hélices (A. Abedini, et al.2009).
La heterogeneidad en estructuras observadas en la agregacion de la proteina con membranas

fosfolipidicas depende fuertemente de las condiciones experimentales (F. Haque, et al. 2010).

1.8 Homeostasis de Ca?"y aSin

Estudios recientes han revelado que aSin regula el ingreso de Ca?* al medio intracelular,
esta proteina puede interactuar con canales de calcio (Ca?"), alterando su funcion vy
comprometiendo el equilibrio de Ca®* entre los espacios intra y extracelulares (Demuro et al.,
2010). Los iones Ca?* cumplen un rol crucial en la plasticidad y supervivencia neuronal (Berridge
et al., 2003; Greer y Greenberg, 2008); por lo tanto, existen redes homeostaticas complejas que
regulan el Ca®* intracelular. Las corrientes entrantes de Ca?* han sido consideradas una fuente
primordial de las vias de sefializacion dependientes de dicho catién. En conjunto con la liberacion
de reservas intracelulares, como puede ser las del reticulo endoplasmatico, la homeostasis
dependiente del ion Ca?* es regulada finamente (Patel y Docampo, 2010).

Otros estudios han establecido una correlacion entre la homeostasis dependiente de Ca®*,
aSin y la dopamina citosolica. La misma seria responsable de la muerte selectiva de estas neuronas
en la substantia nigra (E.V. Mosharov et al. 2009). Usando técnicas de micro-dialisis se demostro
que aSin se une a Ca®* con un ICso en el rango micromolar y se determin6 que el dominio C-
terminal contiene el sitio de union a Ca®* en esta proteina (M.S. Nielsen et al. 2001).

Al igual que otros iones metalicos, el agregado de Ca?* in vitro repercute en el
desplazamiento del equilibrio de agregacion de aSin hacia una forma mixta de oligdmeros anulares
de 70-90 nm de diametro 4nm de altura y oligomeros esféricos de 10-20 nm de diametro (R. Lowe
et al. 2004; S. Nath, et al. 2011). Cada uno de los oligbmeros anulares estd compuesto por un anillo

de varias particulas esféricas. Cuando los iones Ca?* fueron co-incubados con aSin recombinante
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sin los 15 aminoédcidos del extremo C-terminal no se observaron la aparicion de agregados
anulares. Indicando que el dominio esta involucrado en la formacién de dichos oligomeros. De
manera interesante, oligdmeros anulares solubles de 30-50 nm de didmetro fueron aislados a partir
de la disgregacion por tratamiento con detergentes suave de inclusiones citoplasmaticas gliales
purificadas de tejido cerebral de pacientes con atrofia sist¢émica multiple (MSA) (D.L. Pountney
et al. 2004). Se ha propuesto que la formacion de dichos agregados en la patologia MSA es
influenciada directamente por la concentracion de Ca?* intracitoplasmatico (D.L. Pountney, et al.
2005). Esto es un fuerte indicio que la agregacion de aSin dependiente de Ca?* puede ocurrir
también in vivo.

El Ca?* modula ademas la interaccion de aSin con membranas celulares. En la ausencia
del ion, la proteina interactda con las membranas lipidicas via el dominio N-terminal, y al agregar
Ca2* se promueve la interaccion adicional del extremo C-terminal que favorece la agregacion de
aSin [263]. En el SNC, las neuronas DA se encuentran constitutivamente activadas. Los canales
voltaje-dependientes de Ca?* tipo L regulan la actividad marcapasos de estas neuronas,
manteniendo asi una alta concentracién del mencionado ion en citoplasma (Chan et al., 2007).

Este exceso de Ca?* en las neuronas DA representa un peso en el mantenimiento de la
homeostasis mitocondrial y eventualmente favorece fallas en su actividad; lo cual bien podria ser
un motivo fundamental de la vulnerabilidad de estas células en la EP (Guzman et al. 2010). La
apertura del poro de transicion de permeabilidad es facilitada por el exceso de Ca?* favoreciendo
la despolarizacion de la membrana interna mitocondrial dentro de las células que eventualmente
lleva a la disfuncion de la organela (Alavian et al., 2014). Asimismo, el exceso de Ca?* favorece

la liberacidn del citocromo C y la apoptosis (Rao et al. 2014).

1.9 Disfuncién mitocondrial y enfermedad de Parkinson:

Hasta ahora se han correlacionado més de 20 loci con las formas familiares de la EP, y gran
parte de ellos estan implicados en la regulacion de la homeostasis mitocondrial. Y a pesar de que
las mutaciones genéticas representan un porcentaje menor de los casos de EP en el mundo, existen
evidencias patologicas y farmacoldgicas que proponen a la disfuncién mitocondrial como un
evento central en la progresion de la forma esporédica de la enfermedad.

En condiciones fisioldgicas, la expresion tanto enddégena como heter6loga de aSin es

primariamente citosélica, y no hay un enriquecimiento obvio en membranas mitocondriales
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(Rideout HJ, et al., 2003; Cole NB, et al., 2008). Sin embargo, a partir de estudios estructurales
previos es claro que al menos una fraccion de aSin se asocia normalmente con la mitocondria,
tanto en neuronas DA como en otras neuronas del SNC de animales transgénicos y de cerebros de
pacientes enfermos (Martin LJ, et al., 2006 ; Li WW, Yang R, et al., 2007).

A pesar de que aSin puede interactuar con diferentes membranas dentro de la célula, la
proteina presenta una marcada afinidad por las membranas mitocondriales, frente a las de otras
organelas (Nakamura K, et al., 2008) el mecanismo subyacente a este hecho todavia no ha sido
elucidado, pero es probable que implique una interaccion directa entre la aSin y cardiolipina,
presente predominantemente en la membrana mitocondrial interna (Daum G, 1985; Hovius R, et
al., 1993). La afinidad de aSin por cardiolipina fue probada en membranas artificiales enriquecidas
en este lipido y es comparable por la que presentd por membranas artificiales enriquecidas en acido
fosfatidico (Nakamura K, et al., 2008).

Tanto el monémero soluble como la forma oligomérica de aSin puede asociarse con la
mitocondria (Parihar MS, et al., 2009; Chinta SJ, Mallajosyula, et al., 2010) solo los oligdmeros
pequefios, no los mondémeros o los agregados, remodelan la estructura de los liposomas
enriquecidos en fosfolipidos &cidos como la cardiolipina (Nakamura K, et al., 2011; Van Rooijen
BD, et al., 2009) sugiriendo que los oligdmeros podrian ser la especie activa. De manera notable,
la prevalencia de la forma monomérica versus la oligomérica en células vivas en condiciones
fisiologicas o patoldgicas se mantiene en controversia. Este debate no puede ser resuelto con las
aproximaciones experimentales actuales, que requieren la disrupcion de la membrana (Bartels T,
et al., 2011; Fauvet B, et al., 2012), o el uso de cromdforos como etiquetas moleculares que en
ultima instancia interrumpirian las propiedades de la aSin (Nakamura K, et al., 2008).

Cabe destacar que la extension de la interaccién entre la proteina y la mitocondria parece
ser bastante dinamica y puede aumentar marcadamente por accion de un rango amplio de
estresores, como la caida en el pH citosolico (Cole NB, et al., 2008). De manera notable las
mitocondrias neuronales aisladas de pacientes con EP también presentan un alto contenido de aSin
al comparar frente a individuos controles sanos pareados por edad (Devi L, et al., 2008).

El primer estudio que demostro el rol de la mitocondria en la patogénesis de la EP fue el
analisis del impacto de la infusién accidental de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
en adictos expuestos al neurotoxico presente en dosis de narcoticos como un contaminante. Se

observd que la actividad del complejo | de la cadena de transporte de electrones era inhibida
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selectivamente (Langston et al, 1983; Burns R.S et al. 1984). La rotenona, el piridabén, el
tricloroetileno y el fenpiroximato son otros inhibidores del complejo | que induce la degeneracién
de neuronas DA en moscas, humanos y roedores, sugiriendo que la disfuncion mitocondrial
cumple un rol central en la patologia de la EP (Chaturvedi y Beal 2008).

Estas toxinas afectan la mitocondria causando defectos en la cadena de transporte de
electrones (Panov et al. 2005) reducen el movimiento mitocondrial (Borland et al, 2008) causan
un aumento en la permeabilidad de transicién mitocondrial y un aumento tanto de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) como de la actividad Oxido nitrico sintasa mitocondrial. En la
substantia nigra, en los musculos esqueléticos y en las plaquetas de enfermos de Parkinson se
observa la falta de actividad del complejo I (Beal 2005, Lin y Beal 2006, Chaturvedi y Beal 2008).

La administracion sistémica de rotenona en modelo murino ha probado ser capaz de evocar
un fenotipo que se asemeja a los sintomas de la EP de manera robusta (R. Betarbet, et al. 2000).
La subunidad catalitica del complejo 1, aislada a partir de mitocondrias obtenidas de tejido de
I6bulo frontal de pacientes con la EP, se encuentra oxidada y se observa un aumento en especies
reactivas de oxigeno (ROS) lo cual estd asociado con deficiencias en la actividad de dicho
complejo y tendencia al desensamblado (Keeney et al. 2006).

Ratones transgénicos que sobre-expresan la enzima catalasa junto a un péptido sefial
mitocondrial, estan protegidos contra las ROS producidas por MPTP y la pérdida de neuronas DA
(Perier et al. 2010). Esto soporta la idea del rol que cumplen las ROS en la neurodegeneracion
asociada a la EP. Ratones que sobre-expresan aSin son mas susceptibles a los efectos toxicos de
MPTP mientras que los ratones KO aSin” no son susceptibles a la accion del acido 3-nitro
propiénico (3-NP), malonato y MPTP, sugiriendo que la mitocondria estd involucrada en la
toxicidad inducida por aSin (Dauer et al., 2002; Klivenyi P. et al. 2006; Thomas y Beal 2007).

El coactivador 1o del Receptor Gamma activado por Proliferadores de Peroxisomas
(PGC-1a) es un coactivador de varios factores de transcripcion. Es un regulador clave de la
biogénesis mitocondrial. Los niveles de PGC-1a se ven disminuidos en cerebros post-mortem de
pacientes con EP tanto en la substantia nigra como en células blancas sanguineas (Zheng et al.,
2010). Células DA en ratones KO para PGC-1a son mas sensibles al dafio por MPTP (St-Pierre et
al., 2006).

Cuando PGC-1a es sobre-expresado ofrece proteccion contra la neurotoxicidad inducida

por MPTP. La activacion de PGC-1a por accion del resveratrol evidencio una neuroproteccion

34



Introduccion.

similar (Mudo et al., 2012). Un trabajo reciente demostro que la necdina, que estabiliza PGC-1a
protege a las neuronas frente a insultos con oligomicina, MPP* y MPTP (Hasegawa et al 2016).
Un estudio reportd que la sobre-expresion de PGC-1a causaba una degeneracion subita de las
neuronas DA en el sistema nigroestriatal de ratas (Ciron et al., 2012). Otro estudio demostrd que
la deficiencia de PGC-1a aumenta la propension de aSin por oligomerizarse, mientras que la sobre-
expresion la reduce, protegiendo a las células del efecto toxico de aSin (Eschbach et al., 2015).
Por lo tanto, PGC-1a cumple un rol protector frente a la EP.

Recientemente se ha reportado que la aSin modificada post traduccionalmente se une a la
traslocasa mitocondrial de membrana externa (TOM20, por sus siglas en inglés) e inhibe la
importacion de proteinas in vitro e in vivo. Interacciones anormales entre aSin y TOM20 fueron
observadas en tejido nigroestriatal de cerebros postmortem de pacientes con EP (Di Maio et al.,
2016).

Un estudio demostro que, en levaduras, la sobreexpresion de aSin dispara la translocacion
de la endonucleasa G entre la mitocondria y el nucleo, esta endonucleasa mitocondrial en ndcleo
media la degradacion del ADN (Bdttner et al., 2013).

La proteina asociada al trafico vacuolar 35 (VPS35) es un componente de un gran complejo
multimérico Ilamado complejo retrémero, y esta involucrado en el transporte retrogrado de
proteinas desde el endosoma hacia la red de Golgi. Mutaciones en VPS35 causan comportamientos
anormales en el trafico y esto puede tener un rol muy importante en el proceso neurodegenerativo
asociado a la patologia de la EP. ElI aumento de la expresién de VPS35 lleva a una caida en los
niveles de aSin en ratones transgenicos. Estas dos proteinas interactian en levaduras, gusanos y
ratones, sugiriendo que estas interacciones bien pueden formar parte de la etiologia de la
enfermedad (Dhungel et al., 2015).

aSin se acumula en los CL y en neuritas distréficas de pacientes con EP esporadica. En el
desarrollo de la EP (Spillantini MG, et al, 1998) también se han observado defectos en la actividad
del complejo | mitocondrial en la substantia nigra (Schapira AHV, et al., 1990). Asimismo,
durante el envejecimiento, se acumulan mutaciones somaticas en el ADN mitocondrial de dichas
neuronas (Bender A, et al., 2006). En la EP temprana se observa una disminucion en la expresion
de genes que codifican para subunidades de la cadena de transporte de electrones y proteinas

involucradas en la biogénesis mitocondrial y el metabolismo de la glucosa (Zheng B, et al., 2010).
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En tejido post mortem humano, en lineas celulares y en ratones, se ha observado que aSin
se halla tanto dentro de la mitocondria como asociada con las membranas asociadas a la
mitocondria (MAMs). Las MAMs son microdominios interorganelares entre la mitocondria y el
reticulo endoplasmatico (RE). Mutaciones puntuales de aSin llevan a una disminucion en la
asociacion de la mitocondria con las MAMs, que resulta en una menor aposicion de la mitocondria
con el RE (Guardia Laguarta et al., 2014).

La proteina mitofusina 2 (MFN2) enriquecida en la interfase mito-RE participa en el
proceso de fusién mitocondrial e interactda con la mitofusina MFN1, presente en la superficie
mitocondrial manteniendo a las dos organelas en cercania entre si. La funcion de unir y estabilizar
la interaccion mito-RE de MFN2, se evidencio en células de fibroblastos embrionarios murinos
(MEF) y linea Hela con MFN2 silenciado que presentaron una morfologia desordenada del RE y
las MAM s frente a sus controles (De Brito y Scorrano, 2008). Esta aposicion cercana entre el RE
y la mitocondria en conjunto con proteinas y enzimas selectivas en esta area determinan que dicho
espacio sea favorable para la realizacion de procesos celulares claves. Entre ellos podemos
nombrar el metabolismo de glicidos, transferencias lipidicas, transferencia y sefializacion por Ca?*
y regulacion de sefiales relacionadas con la regulacion de procesos apoptéticos. (Denton 2009). La
mitocondria cumple varias funciones en el mantenimiento de la via autofagica-lisosomal, funcion
cerebral y cognicion. Defectos en la actividad mitocondrial y la disfuncion de los procesos de

autofagia lisosomal son caracteristicas comunes en la EP. (Gegg y Schapira 2016).

1.10 Alfe-Sinucleinopatias y envejecimiento:

El factor de riesgo mas prevalente en el desarrollo de enfermedades asociadas a los cuerpos
de Lewy es la edad. Algunos de los procesos fisiologicos propios del envejecimiento que han sido
correlacionados con los procesos neurodegenerativos con presencia de CL incluyen el aumento
del dafio oxidativo a componentes celulares (Sohal, R.S. y Orr, W.C. 2012) disfuncion
mitocondrial (Bratic, I. y Trifunovic, A. 2010) y la exposicion a largo plazo a toxinas ambientales
(Masalha, R., et al., 1997) Asimismo, varios estudios han apuntado a que los procesos propios del
envejecimiento impactan a la maquinaria de degradacion proteica. La protedlisis de por si,
funcionaria como un mecanismo de salvaguarda contra la aparicion y evolucion de enfermedades
neurodegenerativas asociadas al mal plegamiento proteico, mediante la reduccién de protdémeros

citotoxicos. Defectos en las principales vias de degradacion proteica, tanto en el sistema ubiquitin-
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proteosoma como en el proceso de autofagia, han sido observados durante el envejecimiento.
Considerando estas alteraciones fisioldgicas, es razonable hipotetizar que existird una tendencia
hacia la acumulacion de proteinas mal plegadas a lo largo del tiempo, lo cual a su vez aumentaria
su propensién al agregado y el posible inicio de la enfermedad (Shibatani, T., Nazir, M. and Ward,
W.F.,1996; Ponnappan, U., Zhong, M. and Trebilcock, G.U., 1999).

Las enfermedades neurodegenerativas con presencia de CL podrian ser entonces el
resultado de fallas en las vias de degradacion proteica que impactaria en el aumento de proteinas
intracelulares dafiadas. Ciertas combinaciones de variables ambientales y backgrounds genéticos
especificos podrian ser los determinantes de que un individuo sea mas 0 menos susceptible a este
tipo de alteraciones y la falta de mecanismos compensatorios, explicando asi por qué solo algunos

individuos sucumben a este tipo de enfermedades.

1.11 Estado actual de modelaje y tratamiento de Alfa-sinucleinopatias.

La naturaleza multifactorial de la EP y otras sinucleinopatias y el entendimiento limitado
de las claves moleculares que desencadenan el proceso neurodegenerativo, son las principales
razones que determinan la poca oferta de tratamientos para la cura o inhibicién del progreso de
dichas enfermedades (W. Dauer, S. et al. 2003)

Otro factor que impide el desarrollo de terapias efectivas es la falta de conocimiento de las
especies neurotoxicas que se acumulan durante los eventos de plegamiento aberrante y la
agregacion de aSin que eventualmente llevan a la muerte celular. Como resultado, los tratamientos
actuales para el tratamiento de la EP logran retardar levemente el proceso neurodegenerativo, y las
drogas desarrolladas hasta este momento se centran en el tratamiento de los sintomas,
particularmente en el reemplazo de la dopamina que disminuye por la degeneracion de las neuronas
DA.

Es por ello que el uso de sistemas experimentales que presenten alto isomorfismo,
homologia, validez aparente (face validity) y reproducibilidad respecto al SNC permitiran el
modelaje de las a-sinucleinopatias y procesos de formacion de agregados amiloidogeénicos,
proveyendo bases de conocimiento importantes para el futuro desarrollo de protocolos terapéuticos
maés efectivos.

Los modelos celulares de neuronas post-mitdticas son muy requeridos para su utilizacion en

proyectos de toxicologia y seleccion de principios activos farmacoldgicos. Un modelo
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ampliamente utilizado es la linea murina PC12 derivada de una feocromocitoma medular (Greene
y Tischler 1976). Esta linea permitié el desarrollo de varias areas de la investigacion en
neurociencias, pero su dependencia estricta de neurotrofinas para su supervivencia y
diferenciacion configura su mayor desventaja para muchas aplicaciones.

En contraste con las PC12 de rata la linea celular SH-SY5Y son de origen humano. Estas
células derivadas de neuroblastoma son otro ejemplo de un modelo celular in vitro bien establecido
en neurociencia (Biedler et al 1973, 1978). Las SH-SY5Y son facilmente expandibles en cultivo,
pero su diferenciacion al estado post-mitdtico resulta dificultosa, y al haber sido derivadas de un
tumor, estas células no representan el mejor modelo experimental de estudio de un estado celular
fisioldgico normal (Pahlman et al., 1984; Lopes et al., 2010).

Las neuronas primarias murinas, tanto de origen cortical o células granulares, son una
alternativa a las lineas celulares (Hatten and Liem, 1981; Hatten, 1985) con los limites propios de
un modelo heter6logo. Sin embargo, el cultivo primario de células del SNC humanas es dificultoso,
las células no son sencillas de derivar ni de mantener en cultivo. Asimismo, las variaciones entre
lotes de células, las contaminaciones con células no neuronales y el requerimiento continuo de
nuevo material son limitaciones criticas al modelo a partir de cultivos primarios humanos. Las
células pluripotentes diferenciadas emergen entonces como una fuente de células humanas con

fenotipos precisamente determinados (Leist et al., 2008, 2012; Basketter et al., 2012).
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Hipotesis.

Existen evidencias que sugieren un vinculo entre aSin y cambios patoldgicos en la
actividad mitocondrial. Estos cambios correlacionan con una amplia gama de déeficits
bioenergéticos en neuronas. Resulta entonces probable que aSin tenga un impacto en la patogenia

de la EP a traves de un mecanismo convergente con la disfuncion mitocondrial. Tomando esto en

cuenta, la hipotesis sobre la que se trabajé en el desarrollo de esta tesis es la siguiente:

La sobreexpresion de aSin en células neurales humanas tiene un efecto directo sobre
la morfologia, transporte y homeostasis mitocondrial. Dicho efecto dependeria en parte de
la formacion de conformeros de agregacion en la membrana de dicha organela. Esta
nucleacion estaria supeditada en gran medida a la concentracion de aSin y a la secuencia del
gen SNCA y su consecuente impacto sobre la tendencia a la agregacion del monémero de la
proteina.

Objetivos.

Objetivo general:

Establecer un modelo experimental humano de a-sinucleinopatias, usando neuronas
generadas a partir de células pluripotentes humanas (CMEH y CMPih), para evaluar el impacto de
la sobreexpresion de aSin en su forma wt y mutantes puntuales asociados al Parkinson familiar

A30P y A53T sobre la homeostasis y el transporte mitocondrial.
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Objetivos particulares:

Desarrollar una plataforma de cultivo de células pluripotentes humanas, tanto para su
expansién como para su diferenciacion a linaje neural.

Usar los cultivos neuronales obtenidos para sobre-expresar aSin en su forma wt y mutantes
A30P y A53T, empleando técnicas de transfeccion, o transduccion utilizando plasmidos
lentivirales donde se encuentran cada secuencia mencionada.

Analizar el impacto de dicha sobreexpresion sobre la morfologia y el transporte
mitocondrial en las neuronas.

Observar el estado redox de las mitocondrias neuronales en este contexto de
sobreexpresion.

Analizar la localizacion de aSin en cultivos tratados vs control, mediante la separacion por
centrifugacion diferencial de la fraccion citoplasmatica y la fraccion mitocondrial de las
celulas diferenciadas.

Forzar la interaccion de aSin con las membranas mitocondriales, empleando vectores de
expresion disefiados para lograr una dimerizacion mediada por rapamicina en
construcciones FRB/FRP. Uno de los componentes del par FRB/FRP tiene una secuencia
de localizaciéon mitocondrial y ambos integrantes del par estdn asociado a aSin o a sus
variantes.

Lograr una linea de células pluripotentes humanas editadas genémicamente mediante el
sistema CRISPR/Cas9 interrumpiendo el gen SNCA de aSin enddgeno. Establecer el
impacto de dicha edicion sobre la homeostasis mitocondrial.

Diferenciar dicha linea a neuronas.

Sobreexpresar aSin y variantes en la linea editada. Observar el impacto de la

sobreexpresion sobre la morfologia mitocondrial neural en cada caso.
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2. Materiales y Métodos.

2.1. Cultivo Celular.

2.1.1 Aislamiento de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF)

Ratones hembra prefiados (dia 12 o 13 de prefiez) de la cepa CF1 fueron obtenidas del
Bioterio de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Con el
objetivo de obtener los embriones de raton, las hembras fueron sacrificadas por dislocacion
cervical. En cabina de flujo vertical se procedid a limpiar el abdomen con etanol 70 % v/v, se abrio
la cavidad peritoneal y se removieron los cuernos uterinos que contienen a los embriones. Los
cuernos uterinos fueron colocados en una placa de Petri y lavados 3 veces con PBS (del inglés
phosphate buffered saline) (NaCl 8 mg, KCI 200 mg, KH2PO4 200 mg y Na2HPO4 1,14 mg, por
litro de solucién, pH 7,4) con el objetivo de remover la sangre. Posteriormente, se separaron los
embriones de las placentas y de sus membranas fetales y una vez libres de deciduas se colocaron
en otra placa de Petri, lavando nuevamente 3 veces con PBS. Bajo lupa estereoscopica los
embriones fueron decapitados y eviscerados, descartando luego este excedente. El remanente se
colocd en una nueva placa de Petri y se lavd 2 veces con PBS. Los cuerpos de los embriones fueron
homogeneizados mecanicamente utilizando hojas de bisturi; luego se agregod Tripsina/EDTA
(0,25% v/v Tripsina 0,5mg/ml (Invitrogen) en PBS + 0,53 mM EDTA) y se continud el tratamiento
mecéanico de los mismos hasta disgregar completamente el tejido. Se agregaron 5 ml de
Tripsina/EDTA a la placa y se incubaron los preparados durante 30 minutos a 37° C. Luego se
colocaron los embriones procesados en un tubo conico de 50 ml y se agregaron aproximadamente
30 ml de medio DMEM (del inglés, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco) suplementado
con aminodcidos no esenciales (2mM  concentracion final) (Gibco), 50 U/ml
Penicilina/Estreptomicina (P/E) (Gibco) y 200puM L-Glutamina (Gibco). A este medio
suplementado se le agregd ademas 10% v/v SFB (Gibco). Se dejé decantar la preparacion
recuperando luego el sobrenadante, el cual contiene a los MEF. El volumen obtenido de
sobrenadante se dividid en X botellas de cultivo T75 (X = Numero de Embriones Obtenidos/3),
completando el volumen de las mismas a 20 ml con DMEM suplementado. Esta siembra de células
fue considerada pasaje cero. Se mantuvieron las botellas T75 durante 2 ¢ 3 dias en incubadora a
37° C y atmosfera al 5% CO2. Luego de que la monocapa de fibroblastos alcanzé un 100% de

confluencia se procedi6 a su amplificacion o a su criopreservacion.
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2.1.2 Irradiacion de MEF

Los MEF irradiados (MEFi) se utilizan como capa nutricia (0 feeder layer por su
denominacion en inglés) capaz de mantener a las CMEH en estado indiferenciado. La irradiacion
de estas celulas permite inactivarlas mitdticamente sin afectar su viabilidad. Esto es importante
para el manejo de los co-cultivos con las CMEH. Para una botella T75: Se aspiré el medio de
cultivo, se lavaron las células con PBS y se agregd 1 ml de Tripsina/EDTA. Las células disociadas
fueron transferidas a un tubo cénico con 9 ml de medio DMEM 10% v/v SFB. La suspensién
celular se homogeneizo con pipeta para evitar la presencia de agregados celulares. Posteriormente
las células fueron irradiadas con 40-80 Gy por el servicio ofrecido por la empresa CEBIRSA S.A.
(Centro de Irradiacion, Fitz Roy 2455, Ciudad de Buenos Aires, Argentina). La suspension con
MEFi se centrifug6 a 200 x g durante 5 minutos y el pellet celular se resuspendié en DMEM con
suplementos y con 10% v/v SFB en un volumen final tal que permita transferir 1,0x106
ceélulas/placa de cultivo adherente de 100 mm de diametro (Corning), previamente tratadas durante
al menos 1 hora con una solucién estéril de gelatina bovina (0,1% v/v en PBS) (Sigma). Las placas
sembradas fueron colocadas sobre un agitador mecanico durante 5 minutos para lograr una

distribucion uniforme de las células y luego se colocaron en incubadora a 37° C y 5% CO2.

2.1.3 Cultivo de Células pluripotentes humanas.

La linea de células madre embrionarias humanas (CMEH) WAQ9 (H9, Wicell Research
Institute) fue obtenida por compra a Wicell por parte del Laboratorio de Investigaciones Aplicadas
en Neurociencias perteneciente a la fundacion lucha contra las enfermedades neuroldgicas de la
Infancia (LIAN-FLENI). La linea de células pluripotentes humanas inducidas (CMPih) Craig
Venter (CV, hiPSC SD2010-125, UCSD), fue obtenida bajo un acuerdo de transferencia de
material a la UBA al Dr. Tomas Falzone del laboratorio de transporte axonal y enfermedades
neurodegenerativas del Instituto de Biologia Celular y Neurociencias Dr E. de Robertis (IBCN-
UBA).

Las colonias de células pluripotentes, tanto las CMEH como las CMPhi, fueron mantenidas
y expandidas en platos adherentes p100 (Corning) con una capa nutricia de fibroblastos murinos
embrionarios E13 irradiados (FMEI) a 37°C, 5% CO». Las células fueron expandidas

semanalmente 1: 3, el medio de expansion en estado pluripotente, también llamado medio HES
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estd constituido por: Medio base Dulbecco’s Eagle KO modificado (KO-DMEM) suplementado
con 10% Knockout serum replacement (KSR), 2mM aminoacidos no esenciales, 2mM L-
glutamina, 100U/ml penicilina, 50pg/ml estreptomicina, 0.1mM f-mercaptoetanol y 4ng/ml de
factor de crecimiento de fibroblastos basico (BFGF por sus siglas en ingles). Todos los reactivos
se obtuvieron de Life Technologies (Carlsbad, CA, USA). El medio de cultivo fue renovado
aproximadamente cada 24hs. Los pasajes de las CMEH se realizaron cuando las colonias,
observadas al microscopio con un aumento de 100X, alcanzaban aproximadamente el tamafio de
un campo. Para ello, las células se lavaron con PBS y luego se incubaron durante aproximadamente
20 minutos con 1ml de una solucién 1 mg/ml de Colagenasa Tipo 1V (Gibco); al confirmar bajo
el microscopio la separacion parcial de las colonias de la capa nutricia se inactiva la colagenasa
por dilucidn, agregando 5 ml de medio HES. Para separar totalmente las colonias de su sustrato se
utilizd una espatula pléstica estéril. Luego se transfirid la suspension celular a un tubo cénico de
15 ml. Luego de una centrifugacion durante 5 minutos a 200 x g, se elimind el sobrenadante, se
agregd medio HES y se resuspendio suavemente de manera que las colonias se rompieran
parcialmente. Este punto es de gran importancia ya que, si las colonias resultaran muy pequefias,
la cantidad de muerte celular resulta muy elevada.

2.1.4 Diferenciacion Neural.

La derivacion neural eficiente de las células fue lograda mediante la implementacion de un
protocolo previamente publicado y ampliamente aceptado como estandar de diferenciacion neural
(Zhang, et al 2009). A continuacién, un breve resumen del procedimiento:

Las células pluripotentes fueron enzimaticamente tratadas para levantarlas de la capa
nutricia sin perder la cohesividad de las colonias indiferenciadas utilizando Colagenasa IV 1mg/ml
(Gibco) durante 25 min a 37°C. Tomando las colonias de 2 platos de cultivo p100, las células
fueron suspendidas en 25 ml de medio de expansion sin BFGF en una botella de cultivo T75
(Gibco) y mantenidas en suspension por un total de 4 dias a 37°C, 5% CO2, cambiando la mitad
de volumen de medio de suspension dia por medio. Durante este periodo, los agregados celulares
adquieren forma esférica. El quinto dia, el medio es reemplazado por 25 ml de medio de induccion
neural (MIN) compuesto por: DMEM/F12 suplementado con aminoacidos no esenciales (1:100,
Invitrogen), suplementos N2 (1:100, Gibco), y 1 mg/ml Heparina a 37°C 5%CO;. Luego de 2 dias,
en este medio, los cuerpos en flotacion son adheridos en placas de 6 pocillos (Gibco) pretratados

con una capa de laminina (20pug/ml, life technologies).
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Aproximadamente 30 agregados por pocillo son mantenidos en MIN a 37°C, 5%CO, con
cambio de medio dia por medio durante 9 dias. En esta etapa de adhesidn, se observa la formacion
y crecimiento de estructuras de tipo tubo neural y rosetas neurales enriquecidas en progenitores
neurales. El dia 9 en adhesion, esas estructuras tridimensionales multilaminares fueron
seleccionadas y diseccionadas bajo microscopio en flujo horizontal. Esos agregados fueron
transferidos a botellas t25 con 15 ml de MIN suplementado con suplementos B27 (1:50, Gibco)
con cambio de medio dia por medio. Luego de 12 dias en suspension, las esferas enriquecidas en

progenitores neurales fueron digeridas enziméaticamente con 500 pl Tripsina-.
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Esquema 2.1: Protocolo de diferenciacion Neural utilizado con las WA09 CMEH las CMPih (Zhang et al, 2009), las
imagenes en campo claro y contraste de fase representan la morfologia observada en cada etapa del proceso. B.de
escala: 50pm.

EDTA [0,25%] y Acutasa (1:1, Gibco) durante 3 min a 37°C. la reaccion es entonces detenida por
la adicién de 500ul de inhibidor de Tripsina (0.5mg/ml, Life technologies) por 3 min a 37°C. Las
células son entonces resuspendidas en medio de diferenciacion Neural (MDN) compuesto por:
medio base Neurobasal (Gibco), suplementos N2(1:100, Gibco, 17502- 048), suplementos B27
(1:50, Gibco, 17504-044), laminina 1 pg/ml (Invitrogen), dibutiril-cAMP 1uM (1:10000,
Sigma), acido ascérbico 200ug/mL (1:1000, Sigma), BDNF 100 pg/ml (1:10000, R&D), GDNF

44



Materiales y Métodos.

100 pg/ml (1:10000, R&D). Luego de la disgregacion mecanica de las esferas utilizando una
p1000, las células fueron centrifugadas por 2 min a temperatura ambiente, adheridas en cubre-
objetos de 13 mm de diametro esterilizados y pre-tratados durante un minimo de 2 hs con laminina
20ug/ml en una placa de 24 pocillos (Corning), en 600 ul de MDN. Las células son mantenidas en
este medio a 37°C, 5% CO> con cambio de la mitad de volumen dia por medio durante 14 dias

hasta obtener las células terminalmente diferenciadas

2.1.5 Cultivos de células madre neurales.

Para derivar las Ceélulas madre neurales, se toma un desvio del protocolo de Zhang et al,
Brevemente: se toman 20-30 cuerpos de células enriquecidos en progenitores en suspension en
medio MIN luego de 7 dias en suspension. Se disgregan mecanicamente mediante aguja en flujo
vertical a pequerios trozos, se transfieren a un tubo conico de 15 ml, se centrifuga 2 min a 1000g
y se cambia el medio por 600 ul de acuttasa/tripsina en relacion 1:1, y se lleva a estufa durante 5
min. Previo al trabajo con las células, se debe preparar un plato de cultivo p600 (Corning)
cubriéndolo con geltrex segun indicaciones del vendedor durante 1 h en rocker. Terminada la
centrifugacion, se inhibe a la tripsina con 300ul de solucion inhibidora de tripsina (Sigma) y se
centrifuga 2 min a 1000g. Se retiran las enzimas y se resuspenden las células en 1 ml de medio de
crecimiento: KO DMEM/F12, StemPro Neural supplement 2% (Gibco), Glutamax, BFGF y EGF
(ambos 20ng/ml). y suavemente con micropipeta de 1000ul se disgrega pasando la suspensién 5
a 7 veces por el tip. Se siembran las células disgregadas en la p600 preparada con el recubrimiento
y se cubre con 5 ml de medio de crecimiento en estufa a 37°C y 5%CO2 , con cambio de medio

dia por medio.

2.1.6 Cultivo primario de células hipocampales murinas.

Ratones C57/BL6 fueron utilizados para obtener cultivos primarios de células
hipocampales. Los ratones fueron criados en cuartos con luz/oscuridad y temperatura controlada
y los procedimientos experimentales fueron aprobados bajo protocolos universitarios UBA (UBA
CICUAL-456/2010). Brevemente: Regiones hipocampales de cerebros de 4 neonatos P1 C57/BL6
fueron diseccionados. Los hipocampos fueron incubados en buffer fosfato (PBS) + 45U de papaina
enriquecido con 0.05% de DNAsa durante 20 minutes a 37°C. Luego, las células fueron
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disgregadas mecanicamente de manera gentil y transferidas a cubreobjetoss previamente tratados
con poli-D-Lisinay cubiertas por medio neurobasal suplementado con L-Glutamina y suplementos
B27 (Life technologies), cultivandolas a 37°C 5%CO..

2.1.7 Linea humana de neuroblastoma.

SHSY5Y (ATCC SHSY5Y) fueron mantenidas en platos de cultivo p100 con medio de
crecimiento: 250 ml DMEM F12, 10% suero fetal bovino (Gibco), 2mM glutamax (Life
technologies) y Pen/Strep (Life technologies) a 37°C 5%CO 2 y abiertas una vez por semana 1:5
usando tripsina. Para diferenciarlas, se toman los cultivos y se pasan a placa de 35 mm? adherentes
10° células por plato (Corning), se incuban las células ON. Y una vez adheridas se les cambia el
medio por uno de diferenciacion: 250 ml DMEM F12, 1% suero fetal bovino (Gibco), 2mM
glutamax (Life technologies) y Pen/Strep (Life technologies) durante 5 dias con cambio de medio

dia por medio.

2.1.8 Extraccion de ADN gendémico

Se realiz6 una extraccion de ADN gendmico, utilizando el kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Las celulas a controlar fueron cosechadas removiendo el medio de
cultivo, agregando 500ul de PBS y levantandolas de la placa con una espéatula plastica. Las
muestras fueron transferidas luego a un tubo de 1,5 ml. Se centrifug6é a 14000 x g durante 10
segundos y se realizé un lavado con PBS. Finalmente, las células fueron resuspendidas en 600 pl
de Solucién de Lisis Nuclear, mezclando con pipeta automatica. Luego se agregaron 3 pl de
solucion ARNasa al lisado y se mezclé nuevamente con pipeta automatica. Se incub6 a 37°C
durante 30 minutos y se enfrié a temperatura ambiente. A continuacion, se agregaron 200 ul de
solucién de Precipitacion de Proteinas, mezclando en vortex. Se dejé enfriar en hielo durante 5
minutos y se centrifug6 a 14000 x g durante 4 minutos.

El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo conteniendo 600 ul de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezcl6 suavemente por inversion, se centrifugo a 14000 x g durante 1
minuto y se descartd el sobrenadante, agregando luego 600 ul de etanol 70% v/v a temperatura
ambiente. Se mezcl6 suavemente por inversion y se centrifugd a 14000 x g durante 1 minuto. Se

removio el sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire a temperatura ambiente por 30 minutos.
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Al cabo de este tiempo se rehidraté el ADN en 100 pl de Solucion de Rehidratacion de ADN,

incubando 1 hora a 65°C.

2.1.9 Deteccion de Micoplasma.

Semanalmente se control6 que todas las lineas celulares y cultivos primarios utilizados se
encuentren libres de Micoplasma sp. Para ello se realizo una extraccion de ADN genomico de las
celulas a analizar, seguida de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando
oligonucledtidos especificos (primers) que hibridan con secuencias presentes en el genoma de
distintas especies del género Micoplasma (Mycoplasma hominis; Mycoplasma orale; Mycoplasma
salivarium y Mycoplasma pneumoniae).

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 25 pul. Se colocaron los siguientes
componentes por tubo de PCR: 2,5 pl de Buffer de PCR (Tris-HCI 200mM [pH 8.4], KCI 500mM),
1 pl de MgClI2 50mM, 0,5 pl de una mezcla de los 4 deoxi-nucleotidos trifosfato (ANTPs) 10mM
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP) (Invitrogen), 2,5 pl de oligonucléotido sentido (primer forward)
20uM, 2.5 pl de oligonucléotido anti-sentido (primer reverse) 20uM, 0,2 ul de la ADN polimerasa
PlatinumTaq DNA Polimerasa 5U/ul (Invitrogen) y 2 pl de ADN gendmico, y completando el
volumen a 25 pl con agua libre de DNasas. Los primers degenerados para la deteccion de

Micoplasma se detallan a continuacion:

e Sentido (5' — 3'): ACACCATGGGAGYTGGTAAT
e Anti-sentido (5' — 3'): CTTCWTCGACTTYCAGACCCAAGGCAT

El programa de PCR utilizado fue el siguiente:

1. Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa: 5 minutos a 94°C
2. Desnaturalizacion del ADN molde: 30 segundos a 94 °C

3. Apareamiento: 30 segundos a 55 °C 4. Extension: 40 segundos a 72 °C 5.
Extensién Final: 5 minutos a 72 °C —

Los pasos 2 a 4 durante 35 ciclos
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Al finalizar las reacciones de PCR, los productos de la amplificacion fueron visualizados
luego de una corrida electroforética en gel de agarosa 1,5% m/v en buffer TAE 1X (Tris-acético
0,04 M, EDTA 1mM) a 100V por 35 minutos. Cada muestra contenia 18 pl del producto de la
reaccion de PCR y 2 pul de buffer de carga 10X Orange G (para 50 ml: 30% v/v glicerol, 100 uM
EDTA, 10% v/v SDS y 2mg/ml Orange G). El gel fue tefiido en una solucion 0,5pg/ml de Bromuro
de Etidio durante 30 minutos en oscuridad, visualizado y fotografiado en un transiluminador con
luz UV Fotodyne Modelo 602107CE acoplado a PC, controlado por software Foto/Analyst PC
Image v5.00, buscando la presencia o ausencia de bandas correspondientes a genes de Micoplasma
sp en las muestras analizadas. En el gel se sembraron ademas los productos de amplificacion de

las muestras de ADN provistas por el Kit (controles positivos).

2.1.10 Criopreservacion de células pluripotentes

Luego de desprender las colonias de CMEH como se describi6 en el inciso anterior, las células
fueron resuspendidas en medio de criopreservacion: HES suplementado con 20% v/v SFB y 10%
v/v DMSO cuidando de no disgregar las colonias por exceso de manipulacién mecanica. Para
descongelarlas se procedid, resuspendiendo el pellet final en medio HES vy transfiriéndose las
colonias a una placa de cultivo de 100 mm de diametro, previamente tratada con gelatina bovina

y sembrada con la capa nutricia de MEFi.

2.2 Electrofisiologia.

Para los registros electrofisiologicos, las células cultivadas fueron perfundidas en 125 mM
NaCl, 3 mM KCI, 3 mM CaClz , 2 mM MgCl. , 5 mM HEPES Na, Dextrosa 315 mOsm vy
burbujeadas con 95% 02/5% CO». Los registros Whole cell fueron realizados utilizando
microelectrodos(5-6 MQ) en buffer: 150mM gluconato de potasio, 4mM MgCl, , 10mM HEPES
buffer, 0.1mM EGTA, 1mM NaCl, 4mM ATP-tris, 0.3mM GTP-tris, 10mM phosphocreatina 'y 5
pg/ml alexafluor 488 (Invitrogen); pH=7.3; 290mOsm. La evocacion de picos de voltaje fue
evaluada manteniendo un potencial de reposo de —60 mV en current clamp y sucesivos pasos
incrementales de corriente despolarizante de 10pA con un tiempo de duracion de 500 ms.

Las corrientes de Na* y K* dependientes de voltaje fueron medidas luego de la sustraccién

de la corriente leak utilizando un protocolo p/-6. Pudo detectarse la corriente entrante rapida para
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Na* y la tardia con plateau para K*. Tipicamente, la resistencia en serie estuvo entre 10-20 MQ,
los experimentos fueron descartados si presentaban una resistencia mayor a 30MQ . Las neuronas
que fueron utilizadas para realizar las mediciones fueron visualmente identificadas por
fluorescencia y videomicroscopia infrarroja DIC. Los registros fueron obtenidos utilizando el
Axopatch 200B amplifier (Molecular Devices), digitalizados (Digidata 1322A; Molecular

Devices), y adquiridos a 20 kHz a una computadora personal utilizando el pClamp9 software.

2.3 Inmunocitoquimica.

CMEH, neuronas diferenciadas, progenitores neurales, y neuronas hipocampales fueron
analizadas por inmunofluorescencia. Brevemente, las células fueron lavadas con PBS frio y fijadas
en PFA 4% + Sacarosa 4% en PBS durante 30 min. Luego de 2 lavados en PBS, las células fueron
permeabilizadas y bloqueadas en 0.1% Triton X-100 en PBS con 10% Suero normal de Cabra
durante 60 min, e incubadas con el anticuerpo primario correspondiente Over night (ON).
Anticuerpos utilizados: anti-Oct-3/4 (mouse, clone C-10 SC), anti Pan-Ncam (mouse, 556324,
BD Pharmigen), anti-Oligodendrocyte Marker 4 (mouse, MAB 345, Millipore), anti-Tujl
(mouse, AB78078, Abcam), anti-Nanog (rabbit, clone H-155 SC), anti-Nestina (rabbit, Clone
AB5922 Chemicon), anti-TH (Clone P40101, Peel Freez), anti-Pax6 (Ab 5790, Abcam), anti-Gfap
(AB5804, Chemicon), aSin-mab (619786, BD-Biosciences), aSin-pab (AB5038, Chemicon), Tau
(T6402, Sigma), pTau (CP13, Peter Davies), GFP (Al11122, Invitrogen), Sox2 (S9072,
Sigma), COX-1 (A6405 Invitrogen).

Luego de tres lavados con PBS, se incubaron las células marcadas con anticuerpos
secundarios asociados a cromoforo durante 2 hs en PBS con 10% Suero normal de Cabra para
evidenciar los complejos antigeno/Ab primario formados en el paso anterior. Anticuerpos
secundarios utilizados: Alexa Fluor 568 conjugado con anti-mouse o anti-rabbit 1gG y Alexa
Fluor488 conjugado con anti-mouse o anti-rabbit IgG de Molecular Probes/Invitrogen. Las células
fueron co-tefiidas con 4-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) o Hoescht Blue (Molecular
Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio
Nikon DXN1200F con camara digital, controlado por el software de manejo de imagenes
EclipseNet (version 1.20.0 build 61) o utilizando un microscopio invertido OlimpusIX71/IX81 y
su software de control 1X2-BSW.
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2.4 Ensayo de actividad de Fosfatasa Alcalina

Para corroborar el estado indiferenciado de las CMEH se realizaron ensayos de actividad
de la fosfatasa alcalina (FA), la cual disminuye conforme las CMEH se diferencian. Se utilizo el
kit de actividad de la FA (Sigma). En primera instancia se realiz6 una solucion conteniendo Fast
Red Violet, Naftol y H2O, en proporcion 2:1:1, que vira a un color rojo violaceo en presencia de
FA activa. Se dejo incubar la solucién sobre una placa de CMEH durante 15 minutos y al cabo de
este tiempo se lavd tres veces con PBS y se procedié a fotografiar los resultados utilizando una
camara digital Nikon.

2.4 Aislamiento de ARN total, RT-PCR y qPCR.
ARN total fue extraido de las CMEH utilizando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Brevemente, las células fueron colectadas en Trizol, y luego de extraer con cloroformo (Merck),
se precipito el ARN con isopropanol (Merck), se lavé con etanol 75% y se resuspendid en agua
deionizada libre de ribonucleasas. La concentracion del ARN aislado (ng de ARN/ul de solucién)
se determind utilizando un espectrofotometro automatico NanoDrop 1000 controlado por el
software ND-1000. Se verifico también que la relacion OD260/0D280 fuese de entre 1,7 y 2 para
asegurar una elevada pureza del ARN total obtenido.

Para efectuar la transcripcion reversa se utilizaron 1000ng de ARN total, 15 mM de
oligonucledtidos al azar (random primers), dNTPs 1mM y (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 200U
de la transcriptasa reversa MMLYV (Promega Madison, W1, USA). Siguiendo el protocolo indicado
por el fabricante de dicha enzima. Brevemente, se llevo el ARN de las distintas muestras a 10 pl
finales con agua deionizada libre de ARNasas y se desnaturaliz6 por calentamiento a 65°C durante
5 minutos en termocicladora. Luego, para evitar la renaturalizacion, las muestras se colocaron
inmediatamente en hielo y se las incub6 durante al menos un minuto. Finalmente, en cada tubo se
agregaron 10 pl de la mezcla conteniendo el resto de los reactivos mencionados anteriormente y
se llevo a cabo la reaccion utilizando el siguiente programa en termocicladora: 60 minutos a 37°C
para que ocurra la retrotranscripcion y 15 minutos a 70 °C con el fin de inactivar a la enzima.
Finalmente, las muestras fueron diluidas 1/5 utilizando agua deionizada libre de ARNasas y
almacenadas a - 20°C hasta su utilizacion en RT-PCR en tiempo real.

Los pares de oligonucleotidos especificos (primers) utilizados en este trabajo fueron

diseriados con el programa Beacon Designer (Premier Biosoft internacional), definiendo como Tm
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para los mismos una temperatura de 60° C. Para evitar la amplificacion espuria de posible ADN
geonomico contaminante en las muestras, los primers fueron disefiados de manera tal que cada
miembro del par sentido y anti-sentido hibridara en un exon diferente del gen blanco
correspondiente. Los primers fueron sintetizados por el servicio de la empresa Invitrogen en una
escala de sintesis 25N. Las secuencias de los oligonucle6tidos utilizados se indican en la tabla 2.1.

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 20ul. Se colocaron los siguientes
reactivos por tubo de PCR: 10ul de SYBR-Green master mix (Invitrogen); 0,4pl de ROX
(Invitrogen); 3,6pl de primer sentido (5uM); 3,6l de primer anti-sentido (5puM); 0.4pl de H20 y
21l de ADNCc. Se utilizo el termociclador Step One Plus (Applied Biosystems). Cada muestra a

analizar fue determinada por triplicado. En todos los casos el programa utilizado fue el siguiente:
1. Desnaturalizacion inicial y activacion de la polimerasa: 10 minutos a 94°C

2. Apareamiento y extension: 30 segundos a 60 °C
3. Desnaturalizacién: 40 segundos a 94 °C — Se realizaron 40 ciclos de los pasos

2-4. La lectura de la fluorescencia fue realizada al finalizar el paso 2 de cada ciclo.

Para cada uno de los ADNc analizados se realizaron curvas de temperatura de
apareamiento para verificar la presencia de un unico producto de amplificacion. Esto fue
confirmado al sembrar los productos de la reaccion en geles de agarosa (2%) tefiidos con bromuro

de etidio, evidenciando una Unica banda.

gPCR Primers (5’-3’):
Blanco Forward Primer (5' - 3') Reverse Primer (5' — 3')
Oct4 CTGGGTTGATCCTCGGACCT CACAGAACTCATACGGCGGG
Nanog AAAGAATCTTCACCTATGCC GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
Pax6 CACGTGTCCAACGATGTG GTCGCTACTCTCCGTTTACTAC
Nestina GGCGGTGGCTCCAAGACTTC GGTAGCAGGCAAGGGTGAGG
Tujl TGGGCGACTCGGACTTGC CCACTCTGACCAAAGATGAAATTG
TH CGACCCTGACCTGGACTTGG GGCGTGCGTGGCGTAGAG
Rpl7 AATGGCGAGGATGGCAAG TGACGAAGGCGAAGAAGC

Tabla 2.1: Primers utilizados en la realizacion de este trabajo.
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La proteina ribosomal 7(Rpl7) fue utilizada como control de carga, la cuantificacion
relativa fue evaluada por el método AAct asumiendo una eficiencia de amplificacion del 100%
(2249 (Livak K. 2001). Todos los valores fueron relativizados al estado indiferenciado en dia 1

del protocolo.

2.5 Transfeccion.

Los plasmidos utilizados para transfeccion incluyen a las siguientes construcciones:
vectores lentivirales plvBobi con promotor CMV conteniendo insertos WT, A30P o A53T aSin
(Donacién del Dr. Eliezer Masliah, UCSD, San Diego). pcDNA3 vector conteniendo EGFP,
cherry, mito-GFP, o vacios como control. Vectores pCI-Neo expresando GFP-FKBP-ACtA, y pCl-
Neo con proteina de fusion WT, A30P o A53T aSin-FRB.

Las neuronas humanas, progenitores neurales, neuronas hipocampales murinas y la linea
SHSY5Y fueron transfectadas siguiendo el mismo protocolo. Brevemente: Se utilizo
lipofectamina 2000 en OptiMEM en una relacion reactivo: ADN de 2ul :1ug. el medio de cultivo
fue reemplazado por OptiMEM 30 min previo a la incubacién. Los cultivos fueron mantenidos
durante 2 hs en incubacion con el mix lipofectamina/ADN y que luego fue aspirado y reemplazado
por el medio de cultivo necesario. Los analisis fueron realizados con un minimo de 24 hs post 7

dia de transfeccion.

2.5.1 Eficiencia de transfeccion:

La eficiencia de transfeccion en neuronas humanas derivadas a partir de WAOQ fue del 5%
0 mas baja segun analisis de expresion de GFP vs Hoechst como contratincion. La sobreexpresion
de aSin fue evaluada por citometria de flujo, brevemente:

Las células fueron co-transfectadas con aSin-plvBobi y mcherry-pcDNAS3 en una relacion
de ADN de 2ul :1ug respectivamente, en dptx 1, 3 y 5 se levantaron las células, se fijaron en 4%
PFA, se permeabilizaron y se marcaron con aSin-mab (619786, BD-Biosciences) permitiendo una
incubacion ON, luego se recuperd el anticuerpo, se lavaron las células 3 veces con PBS, se
incubaron las células marcadas con anticuerpos secundarios a-mouse asociados a cromoforo
Alexafluor®488 en PBS con 10% Suero normal de Cabra para evidenciar los complejos

antigeno/Ab primario formados en el paso anterior y se midio la intensidad de fluorescencia en un
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FACS Aria (Beckton and Dickinson). Para cada analisis se adquirieron entre 20.000 y 40.0000
eventos totales. Se evaluaron los histogramas del nimero de eventos en funcion de la intensidad
de fluorescencia en el canal verde FL1 para la sefial de Alexafluor®488 y en el canal FL2 para

mCherry. Posteriormente se analizaron los datos con el software Flowing.

2.7 Transduccion.

Las neuronas derivadas fueron transducidas con los vectores plv Bobi CMV-Egfp como
control o plv Bobi CMV WT, A30P, o A53T aSin (Dr. Eliezer Masliah, UCSD, San Diego)
empaquetadas en particulas pseudovirales. Dichas particulas fueron obtenidas al co-transfectar
celulas HEK-293T al 60% de confluencia con el vector plv Bobi de interés junto a construcciones
codificantes para proteinas de empaquetamiento y proteinas de envoltura (CMV 8.9 y CMV-
VSV, respectivamente), utilizando el reactivo Lipofectamina Plus (Invitrogen). Dos dias post
transfeccion, los sobrenadantes de cultivo con particulas virales en suspension fueron recolectados,
tratados con DNAsa | + 2mM MgCl», filtrados a través de un filtro de 0.45 um de poro y finalmente
concentrados por ultracentrifugacion a 100,000 gay durante 90 min. Los titulos de los virus
obtenidos fueron: 0.5-2x10° TU/ml. Las alicuotas virales concentradas fueron guardadas a -80

grados hasta su utilizacion.

2.7.1 Titulacion Viral

Se tomo una alicuota de 20ul del concentrado lentiviral y se infectaron células SHSY5Y
4.10* células por well en 1 ml de medio dmem 10%SFB + 5ug/ml de polibrene, en diluciones
seriadas para cada una de las alicuotas. Se centrifugd la placa a 700 Rcf, a 37° C durante 40 min.
Y se llevo a estufa a 37° C + 5% CO> durante 18 h. Al otro dia se cambia el medio por medio
fresco y se mantiene a las células en cultivo durante 4 dias para permitir la expresion de EGFP.
Se analiza por citometria de flujo en citometro de mesada Bd Accuri C6 (Beckton and Dickinson)
y se realizd el andlisis de la expresion EGFP usando el software asociado.

Utilizando un well que haya tenido un porcentaje de células positivas entre 1 y 20 % se
determino el titulo viral aplicando la siguiente formula: Tit = {(F x Cn) /V} x DF
Donde:
F: La frecuencia de células EGFP positivas.
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Cn: el nimero total de células blanco infectadas.
V: el volumen del in6culo.

DF: Factor de dilucién del virus.

2.6 Imagenes en “time lapse”.

Utilizando un microscopio de epifluorescencia invertido (Olympus 1X81) conectado a una
camara CCD (Olympus DP71, 12.5 megapixels) con un objetivo 60X (1.40 NA). Durante la
adquisicion de las iméagenes, los cultivos adheridos en cubreobjetos de 13mm fueron transferidos
desde el pocillo en la placa a un plato de cultivo de 35 mm con fondo de vidrio con MDF a 37°C
y 5% CO2 mediante un plato de calentamiento isotérmico y una cdmara de CO> (Olympus). Las
peliculas fueron tomadas en lapsos de 150 segundos (con intervalos de 3 segundos entre imagenes)
de aproximadamente 20 axones mitoGFP* en cada cubreobjetos en cada experimento
independiente.

Las imagenes fueron deconvolucionadas y procesadas a archivos de video AVI por el
software del microscopio (Olympus BSW Software). Las peliculas fueron transformadas a
kimografias mediante el software ImageJ (NHI) y analizados utilizando el plug-in para multiples
kimografias. Los datos de tamafio y densidad mitocondrial fueron extraidos para su analisis. Para
calcular parametros de movimiento mitocondrial (proporciones de movimiento, velocidades,
velocidades segméntales), se trazé una linea segmentada siguiendo la trayectoria de una

mitocondria dada a lo largo de una neurita (Miller and Sheetz 2006; Niescier, R. F et al. 2016).

2.8 Potencial de membrana mitocondrial.

Las neuronas terminalmente diferenciadas fueron adheridas a cubreobjetoss en placa de 24
pocillos (Corning) en la etapa final de la diferenciacion. Las mismas fueron transducidas con una
multiplicidad de infeccién (MOI por sus siglas en ingles) de 30 para cada construccion de aSin 0
vector vacio como control negativo. 7 dias post transduccion los medios de diferenciacion fueron
reemplazados por un medio de diferenciacion sin suplementos B27, dichos suplementos contienen
glutation y o-tocoferol o vitamina E, ya que ambos compuestos presentan una alta actividad
antioxidante. Luego de dos dias en este medio, los cultivos fueron incubados con la tincién JC-1
(1uM) (Invitrogen™, Life technologies) en PBS a 37°C , 5% CO2 durante 15 minutos. JC1 es
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una sonda mitocondrial colorimétrica que cambia su espectro de emision cuando se produce la
oligomerizacion en condiciones de potencial de membrana hiperpolarizantes, fue utilizada para
analizar la funcién mitocondrial.

El tinte en cuestion exhibe una acumulacion potencial-dependiente en la mitocondria que
se indica por el cambio en el espectro de emision de verde (~529 nm) hacia rojo (~590 nm).
Consecuentemente la despolarizacion mitocondrial es indicada por la baja en la relacion de
fluorescencia Rojo/Verde. El ionoforo Carbonilcianuro-4-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP)
(10uM) fue utilizado como control positivo y co-incubado con JC1. El exceso de tinte fue lavado
una vez con PBS, el medio fue cambiado por MDF sin B27 hasta su visualizacion. Las células
fueron observadas en una cdmara con DMEM sin rojo de fenol, sobre placa térmica en camara de
CO2 (Olympus). Las imagenes fueron adquiridas en dos canales diferentes: excitacion en longitud
de onda para lograr la emision verde de JC1 (BP460-495) y excitacion (BP530-550) para la
emision roja. La colocalizacion de los dos canales fue evaluada y se calculd el coeficiente de
correlacion de manders usando el plug-in JACOP del software abierto de analisis de imagenes
ImageJ (NIH). El coeficiente de Manders representa el grado de co-localizacion de sefiales
multiples de la siguiente manera:

251,752,
R = L

q,'l}l:t.'-';l - g{ﬂ, )

Donde S1 representa la intensidad de sefial de los pixeles en el canal 1, y S2 la intensidad
de pixeles en el canal 2. Este coeficiente no es sensible a las limitaciones tipicas de las iméagenes
por fluorescencia, tales como: eficacia de hibridacion, photobleaching de la muestra eficiencia
cuantica de la cdmara. Sus valores se manejan en el rango 0 a 1.0. Si la imagen tiene un coeficiente
de 0.5, implica que un 50% de las imagenes tienen un solapamiento de pixeles. Un valor de cero
significa que no hay solapamiento de pixeles.

El control negativo fue utilizado para establecer los valores umbrales para cada canal para
cada replica experimental de placa. La cuantificacion de la sefial fue obtenida adaptando el indice
de colocalizacion de Manders: los valores que resultan de la formula [1-Manders (Rojo o Verde)]
que da una proporcion de las mitocondrias exclusivamente verdes (despolarizadas) o rojas
(hiperpolarizadas). Por ende, es esperable que el tratamiento con FCCP como control positivo,

lleva a una proporcion casi total de mitocondrias despolarizadas, o verdes.
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2.9 Fraccionamiento subcelular.

Para evaluar la localizacion de aSin en células de linea SHSY5Y, las mismas fueron
transfectadas siguiendo el protocolo previamente presentado, con vector vacio o conteniendo las
secuencias para la sobreexpresion de aSin WT, A30P o A53T. Las células transfectadas fueron
incubadas en DMEM completo por 72 hs y luego se realizé el fraccionamiento subcelular.
Brevemente: Las células fueron lavadas una vez en PBS frio previo a la resuspension en buffer de
homogeneizaciéon H (10 mM Tris pH 7.4, 10 mM KCI, 2 mM EGTA, cocktail inhibidor de
proteasas (Roche), 0.2mM NaF y NazVO4, 300 mM sacarosa). Las células fueron suspendidas
utilizando tripsina y tratadas mecanicamente en un homogeneizador Dounce de teflon. Se obtuvo
asi la fraccion celular total, y 2/3 del volumen de homogenato fue centrifugado a 2000 g durante
10 min. EI pellet (fraccion nuclear) fue resuspendido en buffer H, y el sobrenadante fue
centrifugado a 15000 g durante 15 min. La fraccion enriquecida en mitocondrias presente en el
pellet fue resuspendida en buffer H y el sobrenadante corresponde a la fraccién citosolica. El
contenido proteico de cada fraccion fue cuantificado utilizando el método de BCA(Bio-Rad), las

muestras fueron entonces crackeadas en Buffer de muestra y congeladas.

2.10 Western Blot

Las proteinas fueron extraidas utilizando buffer de lisis (10 mM Tris-Hcl, PH 7.4, 0.8 M
NaCl, 1mM EGTA, 0.1% triton X100 y cocktail de inhibidores de proteasa) a 4°C. la
concentracion de proteina en cada muestra fue evaluada usando el método BCA (Bio-Rad). Se
utilizaron cantidades equivalentes de proteina (20 ug) en 20ul de buffer de carga (0.5 % azul de
bromofenol; 10% glicerol; 10% 2-Mercaptoethanol) que fueron cargadas en geles SDS-
poliacrilamida 12% (m/v) (30% Acrilamida y N, N"-Metilenbisacrilamida, SIGMA) y corridos a
100V en buffer Tris-glicina. Los geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa
(Whatman, USA) utilizando el método de transferencia himeda en buffer Tris-Glicina. Las
membranas fueron luego bloqueadas en T-PBS (0,05% Tween 20) 5% (m/v) leche descremada
(Sancor) durante 1 hora. Los anticuerpos primarios fueron incubados over night a 4°C. Anticuerpos
utilizados: VDAC, Tub, aSin (mono y policlonal), MFN1 (AF7880-SP, R&D Systems), DRP1
(ab56788, Abcam). Las membranas marcadas con Ab primario fueron lavadas 3 veces en T-TBS
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para luego ser incubadas con el anticuerpo secundario goat conjugado con Horse radish
peroxidase (HRP) apropiado para cada Ab primario durante 2 hs a temp. ambiente. Posteriormente
se lavaron las membranas 3 veces en T-TBS y se revelaron incubandolas en ECL (Pierce), y se
expusieron a film fotografico (Agfa) en casetes durante diferentes tiempos de exposicion. Luego
de fijar los films en cuarto oscuro, se escanearon las imagenes para posteriormente ser analizadas

utilizando el software Image-J.

2.11 Sistema de heterodimerizacion FKBP/FRB.
Vectores PCI-Neo con un inserto GFP-FKBP(x2)-ActA o con inserto HA-BICD-FRB

fueron proveidos generosamente por el Dr. Hoogenrad (Ultrecht University, Holanda). Los
insertos de aSin  WT, A30P and A53T presentes en los plv BOBI fueron amplificados mediante
PCR utilizando primers flanqueantes al sitio de clonado. Los mismos introdujeron en su secuencia
sitios de restriccion Sall and Xbal al producto de amplificacion. El vector HA-BICD-FRB
previamente digerido con Sall and Xbal fue utilizado para lograr el sub-clonado de HA-aSin-FRB
(WT, A30P y A53T). Los clones con ligacion en marco de lectura fueron seleccionados por
andlisis de secuencia, western blot e inmunocitoquimica luego de la transfeccion. La localizacion
mitocondrial de la construccion GFP-FKBP(x2)-ActA en neuronas transfectadas fue evaluada por
analisis de colocalizacion con la sonda Mitotracker Red (Life technologies) (incubacion 30 min
100nM en MDF). Luego de ser lavadas, las células fueron visualizadas en microscopio de
fluorescencia en medio MDF. La incubacién con rapalog fue ensayada a diferentes tiempos y
concentraciones, no se observo citotoxicidad en el rango superior probado (500nM). La
localizacion de aSin-FRB en mitocondria fue observada en incubaciones desde los 120 min. El
analisis de cambios en morfologia mitocondrial para las células expresando aSin-FRB se realizo
luego de 6hs de incubacion con Rapalog. Las células tratadas fueron posteriormente lavadas,
fijadas y marcadas con Ab a- aSin y a-GFP.

2.12 Edicién Gendmica Crispr/Cas9.

La edicion genomica del gen de aSin, SNCA en exon 2, con el objetivo de disrumpir el
dominio N-terminal de aSin fue llevado a cabo utilizando una estrategia CrispR/Cas9 de corte

especifico de DNA y reparacion por Non Homologous end joining (NHEJ). Brevemente: Un ARN
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guia (ARNg) con secuencia homologa a una secuencia génica entre las dos a-hélices presente en
el exon 2, fue disefiada utilizando el CrispR Design Tool de las herramientas web del laboratorio
de Zhang. Esta secuencia de 19 nucleétidos GGGTGTTCTCTATGTAGGT sin la secuencia de
corte (secuencia PAM) se incluy6 en un templado ARNg, que consiste en un promotor U6, un
esqueleto base de ARNg y una sefial de terminacion. Esta secuencia entera fue sintetizada como
un ADNdc de 450 pb y clonado en un vector plasmidico pBlueScript. EI control de especificidad
de sitio de corte para cada secuencia de ARNg obtenida fue realizada mediante el ensayo de
surveyor en células HEKSs. Para expresar la nucleasa Cas9 y la seleccion de células transfectadas
se utilizdé un vector pCAG con la expresion de Cas9-2A-GFP. Células CMPih (CV hiPSC
SD2010-125, UCSD) (en pasaje menor a 40) fueron levantadas con acutasa (life technologies) y
sometidasa a electroporacion con el vector Cas9-2A-GFP y cada uno de los ARNgs, mediante un
kit nucleofector para células madre humanas usando un Amaxa Nucleofector system (Lonza,
USA). Inmediatamente después de la electroporacion, las células fueron adheridas a p100 para
permitir la expresion de Cas9-2A-GFP durante un dia. Las células fueron luego disgregadas por
tratamiento enzimatico con acutasa y sorteadas segun sefial verde positiva. Se plaquearon dichas
celulas en una concentracién de 1000 celulas en plato de p100.

Las colonias en crecimiento fueron levantadas manualmente en flujo horizontal, y
plaqueadas individualmente en multiplaca de 96 pocillos. Cada clon fue testeado para eventos
in/del mediante amplificacion por PCR con primers flanqueantes a la secuencia blanco de los
ARNg. Diferentes clones con cambios en los tamafios de producto de amplificacion fueron
seleccionados para su secuenciacion. Se selecciono el clon MS06 por presentar cambios en ambos
alelos de SNCA. Los protocolos de diferenciacion para la obtencion de células madre neurales y
neuronas terminalmente diferenciadas implementados fueron los mismos presentados

previamente.

2.13 Analisis de imagenes y Estadistica:

El anélisis del tamafio, morfologia intensidad de sefial de fluorescencia y cuantificacion de
barras de Western Blot fueron realizados utilizando el programa informatico Image J. La
herramienta de kimografias multiples fue utilizada para generar las kimografias a partir de las
peliculas en time lapse. La herramienta JACOP para el analisis de co-localizacién y la herramienta

3D object counter para las mediciones mitocondriales en tres dimensiones. El analisis estadistico y
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los gréficos fueron realizados mediante el software Prism 6 (GraphPad Software) y Mathematica
9. Se utilizo el test de Student para la comparacion de dos muestras con distribucion Gaussiana.
ANOVA de un factor seguido de un post-test Dunnet. ANOVA de dos factores seguido de una
comparacion corregida de Sidak del coeficiente de Mander. Test no paramétricos fueron utilizados
en los casos en los que no se haya alcanzado una normalidad, analizado por un test de Mann
Withney o Kruskal-Wallis. Kolmogorov-Smirnoff fue utilizado para los analisis de distribucion

de densidad de probabilidad.
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3. Resultados

3.1 Las celulas madre embrionarias indiferenciadas, presentan fenotipo
pluripotente:

En una primera instancia se comprobd la naturaleza pluripotente de las células WAQ9 en
expansion sobre capa nutricia de MEFi en medio HES suplementado con BFGF. Mediante
inmunofluorescencia y RT-gPCR se midieron marcadores especificos del estado indiferenciado
(Oct4, Sox2, Nanog) y se comprobd su presencia en los cultivos en expansion (Fig. 3.1 A).
Asimismo, se evalud la actividad de la fosfatasa alcalina, como rasgo funcional de células madre
indiferenciadas y la linea resulto positiva para el ensayo (Fig. 3.1B). Observamos ademas como la
transcripcion de los genes maestros de pluripotencia Oct4 y Nanog disminuye a través del proceso

de diferenciacion y maduracion neural durante el protocolo de diferenciacion implementado. (Fig.
3.1C).
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Figura 3.1: Evaluacidn del estado indiferenciado de las células WAQ9 en expansidn sobre capa nutricia de FEM
irradiados. (A) Inmunofluorescencia evidenciando presencia de marcadores de pluripotencia Oct4, Nanog, Sox2 y la
ausencia de marcador neuroectodérmico intermedio Pan-Ncam en colonias WAOQ9 expandidas sobre capa nutricia de
MEFi. Barra de escala; 50um. (B) Ensayo de actividad de Fosfatasa Alcalina, fotografia de placa mostrando el
punteado de colonias positivas para el ensayo. (C) Perfil transcripcional de marcadores de pluripotencia Oct4 y Nanog
medidos mediante RT-qPCR en diferentes etapas del protocolo de diferenciacién. Datos representados como la media
+ SEM, n=4, Andlisis estadistico: ANOVA de un factor (*p<0.05) seguido de un test de Dunnet. ***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05.
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3.2 El protocolo de diferenciacién implementado, es capaz de generar
neuronas humanas maduras a nivel morfolégico y funcional.

Con el fin de estudiar los roles fisioldgicos y patolégicos de aSin respecto a las dindmicas
mitocondriales en un contexto que recapitula pardmetros de la EP en humanos, obtuvimos cultivos
de tipo neuroectodérmico enriquecidos en neuronas, polarizadas y funcionales a partir de la
derivacion de CMEH aplicando un protocolo clasico Zhang et al, 2010, de diferenciacion

neuroectodérmica (Esquema 1).

Estado
Pluripotencial
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el Suplementos N2 i e iy vy T
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0 7 15 27 41

Esquema 2.1: Protocolo de diferenciacion Neural utilizado con las HUES9 hESCs y las CMPih (Zhang et al, 2009),
las imagenes en campo claro y contraste de fase representan la morfologia observada en cada etapa del proceso. Barra
de escala: 50pm.

Las diferentes etapas del proceso, desde las colonias indiferenciadas con capacidad
pluripotente hasta las neuronas terminalmente diferenciadas fueron evaluadas por cuantificacién
de mRNA y expresion proteica mediante RT-qPCR e inmunofluorescencias respectivamente (Fig.
3.2). Las inmunofluorescencias en neuronas diferenciadas evidenciaron una expresion conspicua
de Tujl y una debil expresion de Nestina. Los marcadores neuronales, incluyendo Tujl, pan-
NCAM vy tirosina hidroxilasa (TH) presentaron un aumento en sus ARNm durante la
diferenciacion hacia el punto final. (Fig. 3.2, A y B respectivamente).

61



Resultados.

B
Dapi " Pax6 Nestina
p Nestin Pax6 e <5
ZT Z5
E e € o
Eg Eg
(=] e £
b= 2y
-3 -] -]
58 ¥
0 x o
w o w
> >
Map5 Gfap
Tujl TH
= E 3
<0 < :0
= 0 Z 0
€ 2 £ e
Es Eg:?
e £ g &
: 2 k-
Pan Ncam Olig4 Ik $3
=% 28
W o W oo
- ] s - - = » 4
Dias Dia.r.\
TH

Figura 3.2: (A) Inmunofluorescencia de cultivos diferenciados (DIV14 en medio de diferenciacién, DIV41 del
protocolo) positivos para marcadores de diferenciacion neural tardia; Tujl, Map5, TH; intermedios: Nestina y Pan-
Ncam, y ausencia de marcadores gliales GFAP, Olig4 y el marcador de diferenciacion neuroectodérmica temprana
Pax6. Barra de escala; 50um. (B) Perfil transcripcional de marcadores neuroectodérmicos temprano e intermedio Pax6,
Nestina y marcadores neurales tardios Tujl y TH, medidos mediante RT-gPCR en diferentes etapas del protocolo de
diferenciacion. Datos representados como la media + SEM, n=4, Analisis estadistico: ANOVA de un factor (*p<0.05)
seguido de un test de Dunnet. ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05.

Se evaluo la capacidad funcional de las neuronas derivadas a los 7, 14 y 18 dias de cultivo
in vitro (DIV) en la Gltima etapa del protocolo en el medio de diferenciacion neuronal (DIV 7, 14
y 18). Se midieron las corrientes de Na*/K* (voltage clamp: -70mV, pulsos cuadrados de voltaje:
10 mV). Se observaron los tipicos trazos de corriente de células de tipo neural. Utilizando los datos
obtenidos, se realizaron los gréaficos de | (pA) vs V(mV) que también evidenciaron una dindmica
clasica de tipo neuronal maduro. Para evaluar la capacidad de transmision de diferencias de
potencial, se midieron los cambios en el potencial de membrana al realizar un clamp y pulsos
cuadrados de corriente (current clamp: -60 mV, pulsos cuadrados de corriente: 10 pA). Se observo

la capacidad de evocar disparos de Potenciales de Accion (PA) que presentan las células
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diferenciadas y la maduracion a mayor tiempo in vitro evidenciada en la aparicion de maultiples

disparos formando “trenes” de PA (Fig. 3.3).
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Figura 3.3: Maduracidn electrofisioldgica de las neuronas diferenciadas. (A). Corrientes de Na+ /K+ (voltage clamp:
-70mV, pulsos cuadrados de voltaje: 10 mV) y gréaficos de | (pA) vs V(mV). Se midieron ademas los potenciales de
accion evocados (current clamp -60 mV, pulsos cuadrados de corriente: 10 pA) Se observa la capacidad de disparo
de PA que presentan las células diferenciadas y la maduracién temporal en la aparicion de “trenes” de PA. Los datos
en los graficos representan a la media £ EMS de minimo n= 10 células. (B) Micrografia mostrando un whole cell

patch en una neurona DIV 14 tefiida con Alexa Green.
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3.3 Sobreexpresion de aSin en neuronas derivadas a partir de CMEH.
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Figura 3.4: Niveles de expresion de las variantes de aSin luego de los ensayos de transfeccidn en los cultivos
derivados. Neuronas derivadas de 21 dias en medio de diferenciacion tefiidas con anticuerpo a-Tau (rojo) y co-tincion
de nicleos con Hoescht. (A) Porcentaje de células Tau* (rojo) con morfologia neuronal del total de células presentes
(Hoescht). Las neuronas representaron 55.17 % +/- 2.2 en cuantificaciones de baja magnificacion (10x) de 3 protocolos
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de diferenciacion independientes. (B) Analisis de citometria de flujo para neuronas co-transfectadas con mCherry
(canal rojo) y las variantes WT, A30P y A53T de aSin en contraste con un control mcherry + vector vacio. (C)
Neuronas co-transfectadas con EGFP y WT, A30P o A53T aSin, y fijadas luego de 1, 3 y 5 dias post transfeccién
(DPTX). Una inmunofluorescencia contra aSin fue realizada, para el analisis cuantitativo de la media de intensidad
de fluorescencia aSin solo se tomaron las células EGFP*. Para determinar un nivel basal de sobreexpresion de aSin,
se tomo arbitrariamente un valor umbral de fluorescencia definido como la media de intensidad + 1 desvio estandar
del tratamiento control en inmunofluorescencias con Ab a-aSin (rojo). (D) Inmunofluorescencias de aSin en neuronas
mMEGFP* para neuronas co-transfectadas con cada variante de aSin (asterisco) y control (pl. Egfp + plasmido vacio).
Barra de escala: 50 pm. (D) sector izq. Cuantificacién de intensidad de marca de oSin en cada condicion. Datos
representados como la mediana mas un rango Inter-cuartil. Analisis estadistico: ANOVA Kruskal-Wallis (p <0.05).
(n=80 neuronas por condicién de 2 experimentos independientes). (E) Supervivencia neuronal en condiciones de
sobreexpresion de aSina DPTX 1, 3 y 5. Tasa obtenida como el nimero de neuronas aSin* (con valor de fluorescencia
por encima del umbral determinado en 4C) sobre el total de neuronas EGFP * (con valores por encima y debajo del
umbral aSin determinado) (n=20 imagenes por condicion, mas de 5 neuronas por campo de 2 experimentos
independientes).

Se determind el enriquecimiento en células neuronales en los cultivos a punto final
mediante el andlisis del porcentaje de células Tau®, como marcador neuronal, respecto a los
nucleos presentes en las placas (FIG 3.4 A). Los cultivos diferenciados fueron transfectados con
vectores lentivirales pLV-CMV-aSin codificantes para la forma wild-type (WT) de aSin o las
mutaciones asociadas con EP familiar A30P y A53T. Basados en los perfiles electrofisioldgicos
de las células neurales y la expresion robusta de marcadores neuronales, las transfecciones fueron
Ilevadas a cabo el dia 14 in vitro (DIV14). Para distinguir la sobreexpresion de aSin de la expresion
enddgena, las neuronas fueron co-transfectadas con vectores codificantes para EGFP junto con los
vectores aSin WT, A30P, o A53T en unarelacion 3:1y luego analizados por inmunofluorescencia
(Fig. 3.4D). La cuantificacion de la fluorescencia asociada a la expresion de aSin reveld un
aumento en sefial de 2 a 3 veces en neuronas transfectadas para las tres variables de aSin evaluadas
(WT, A30P, o0 A53T) respecto a la expresion endogena de la proteina (Fig. 3.4D izquierda). La
sobreexpresion de aSin fue ademas validada por analisis de citometria de flujo de neuronas co-
transfectadas con vectores codificantes para mCherry y las variables WT, A30P, o A53T de aSin
(Figura 3.4B, C), dando la pauta que el método utilizado es valido para tomarlo como modelo de
sobreexpresion de aSin en los cultivos neuronales diferenciados. No se observo efecto neurotoxico
en respuesta a la sobreexpresion de aSin y sus mutantes durante la ventana temporal analizada
(Fig. 3.4 E).

El patrén de expresion de aSin observado en los cultivos fue difuso con una distribucion
punteada en neuritas positivas para Tau fosforilada (p-Tau). (Fig. 3.5 D). La progresion de perfiles

electrofisiologicos, incluyendo la posibilidad de disparo multiple de potenciales de accion
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dependientes de las corrientes de Na* y K* (Figs. 5E, 3A), recapitulando caracteristicas clave en

el desarrollo neuronal.
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Figura 3.5: Sobreexpresion de aSin en cultivos neurales funcionales derivados a partir de CMEH. (A) Expresion alta
de los marcadores neuronales, B3-tubulina(Tuj-1), y expresion baja del marcador precursor Nestina (Barra de escala,
100 um). (B) Anélisis del perfil transcripcional de los cultivos a dia 41 del protocolo de diferenciacion mediante RT-
gPCR. Se observa la disminucion de los ARNmM para marcadores de pluripotencia (Oct4, Nanog), marcadores
neuroectodérmicos tempranos e intermedios (Pax6, Nestina), y marcadores neuronales especificos (Tujl, TH)
relativos a los cultivos indiferenciados de CMEH (media + EMS, n = 4 experimentos independientes). (C) Expresion
enddgena de aSin, nétese su ubicacion citosélica. Nicleos marcados con Hoechst Azul (Barra de escala,100 pm. (D)
Localizacién de aSin enriquecida en procesos neurales, se observan agregados puntuales aSin en neuritas de celulas
p-Tau*. Barra de Escala 20 um. (E) Trazos representativos de los PAs generados por pasos cuadrados de corriente de
0 a 40 pA en incrementos de 10pA. Las células DIVV14 fueron mantenidas a en current clamp a -60 mV. lzquierda:
Trazos representativos de corrientes de Na+ y K+ dependientes de voltaje evocados por sucesivos pasos de voltaje
despolarizante con incrementos de 10 mV. Las células fueron mantenidas a =70 mV mediante voltage clamp.
Neuronas humanas sobre-expresando aSin (F) Inmunofluorescencia de oSin en células transfectadas (asterisco) y
neuronas no transfectadas (flechas) en cultivos DIV 14 de diferenciacion. Barra de escala: 50 um. (g) Neuronas
transfectadas con aSin muestran un incremento en los niveles de pTau observada por inmunofluorescencia. Barra de
escala: 50 um.

Un aumento en la expresion y agregacion puntual de aSin fue observado en neuronas
transfectadas p-Tau-positivas (Fig. 3.5 D, F). La hiperfosforilacion del filamento intermedio Tau,

es considerado como un hito temprano en la evolucion de enfermedades neurodegenerativas.
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3.4 La sobreexpresion de aSin induce defectos en el transporte mitocondrial
axonal.

La homeostasis neuronal es fuertemente dependiente en la distribucién subcelular
apropiada de organelas, incluyendo a la mitocondria (Falzone, T. L. et al. 2009; 2012). La
expresion de aSin ha demostrado influir en el transporte mitocondrial axonal, que a su vez impacta
sobre las tasas de fusién/fision de la organela (Krebiehl, G. et al. 2010; Yang, Y. et al. 2008;
Volpicelli-Daley, L. A. et al 2014; Roy, B. & Jackson 2014).

Para probar el efecto de la sobre-expresion de aSin sobre el transporte axonal de las
mitocondrias en nuestro modelo de neuronas derivadas de células pluripotenciales de origen
humano, se llevo a cabo un analisis de imagenes en vivo de células co-transfectadas con un vector
que expresa GFP fusionado a una secuencia de localizacion mitocondrial junto con cada uno de
los vectores codificantes para aSin (WT, A30P y A53T) (Figs. 3.6A, B).

Peliculas realizadas en Time-lapse de axones transfectados fueron transformados a
Kimogramas para seguir y cuantificar el movimiento mitocondrial (Fig. 3.6B, C). El transporte
mitocondrial de las células transfectadas con WT, A30P, o A53T aSin (Fig. 3.2C) mostraron
iguales proporciones de movimiento total en sentido anterégrado, retrogrado y estacionario al
comparar con el control de células neurales transfectadas con mCherry (Fig. 3.6D). Sin embargo,
el analisis detallado de la cinética mitocondrial, discriminando velocidades segméntales y tiempo
durante el movimiento (Fig. 3.6E, F), revelaron una diferencia en las neuronas control que
presentaron una mayor velocidad en sentido anterégrado al comparar con el flujo retrogrado.
Esta asimetria, que es importante para la manutencion de la distribucion distal de mitocondrias en
el axon, fue perdida en las células sobreexpresando aSin. Las neuronas sobreexpresando aSinWT
y A53T mostraron velocidades mitocondriales segméntales similares en sentido retrogrado y
anterégrado (Fig. 3.6F). La sobreexpresion de la variante A53T de aSin también impacto en el
tiempo de movimiento en uno y otro sentido (Fig. 3.6E). Estos resultados revelan impedimentos
en el flujo mitocondrial en axones transfectados, siendo A53T la variante de aSin con efecto mas
pronunciado sobre los pardmetros analizados. Esto indica que la sobreexpresion de aSin conlleva
a un desbalance en la distribucion mitocondrial en el axon con respecto al estado de expresion

endogena.
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Figura 3.6: El transporte axonal es afectado de manera diferencial por las variantes de aSin. (A) Neuronas co-
transfectadas con mito-GFP y aSin WT. Barra de escala: 100 um. (B) Mitocondrias (mito-GFP) en proyecciones
axonales de una neurona transfectada, Proyeccién magnificada y representacion grafica de kimograma asociado al
movimiento de las mitocondrias. en una grabacidn de tipo time lapse durante 150s con captura a intervalos de 3s.
Barra de escala panel izquierdo: 30 pum, horizontal: 10 um. (C) Kimografias representativas de neuronas transfectadas
con diferentes variantes de aSin, barra de escala:10 um. (D) La proporcion de movimiento mitocondrial anterégrado,
retrogrado o estacionario no presentd cambios en un contexto de sobreexpresion de aSin. Datos representados como
la mediana mas rango intercuartil (n > 50 axones por condiciones de 10 experimentos independientes). Analisis
estadistico: ANOVA Kruskal-Wallis para cada tipo de movimiento (p > 0.05). (E) El tiempo en movimiento en sentido
anterdégrado y retrogrado no presento diferencias entre uno y otro sentido en neuronas transfectadas aSinA53T, si se
observaron diferencias temporales para las variables aSinWT y A30P. (F) Las diferencias en velocidad segmental
media para cada sentido de movimiento no se observan para las células sobreexpresando variantes aSinWT y A53T
(n = 60 mitocondrias por condicion de 10 experimentos independientes) (G) Flujo mitocondrial anterégrado y
retrogrado (distancia recorrida por mitocondria normalizada a un tiempo de adquisicion dado (nm/seg)) es modificado
por todas las versiones de aSin sobre-expresadas al comparar con el ctrl.(n = 60 mitocondrias por condicién de 10
experimentos independientes). Datos representados como mediana mas rango intercuartil. Test de Mann-Whitney U
entre movimiento anterégrado y retrogrado para cada pardmetro. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.
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Para probar si estas diferencias en el flujo mitocondrial estan relacionadas a otros efectos
de aSin sobre la homeostasis de dicha organela, se evalud el potencial de membrana mitocondrial
en neuronas transducidas con particulas lentivirales de WT, A30P, 0 A53T pLV-CMV-aSin (Figs.
3.7y 3.8).

Vacio
AS53T aSyn

Figura 3.7: Transduccion de neuronas derivadas a partir de CMEH WAO09. (A): Ctrl de calidad de particulas virales
obtenidas, evidenciando la expresion de EGFP codificado en plasmido plv-CMV-EGFP. (B): Comparacion por
inmunofluorescencia utilizando un Ab primario o- a.Sin y un Ab secundario a-isotipo primario asociado a croméforo
fluorescente, se observa una expresion de a.Sin mas pronunciada en los cultivos infectados con particulas virales plv-
CMV- A53TasSin frente a la observada para el control de infeccion con particula viral vacia. Barra de escala: 50pum.

Para evaluar el estado de polarizacion de las mitocondrias, se trato a las células con la
tincion JC1 y a posteriori se realizo un andlisis de co-localizacion de sefiales usando el coeficiente
de correlacion de Manders para las intensidades de las emisiones verde y roja de las imagenes
obtenidas. Dicho analisis no mostré evidencia de cambios significativos en el potencial de
membrana mitocondrial para ninguna de las neuronas transducidas (Fig. 3.8).

Los resultados entonces indican que el impacto de la sobreexpresion de WT y A53T aSin
sobre el flujo axonal no es causado por la despolarizacion de la mitocondria. Por ende, los efectos
observados no parecen deberse a un efecto en el corto plazo sobre el estado redox mitocondrial.
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Figura 3.8: Iméagenes de cultivos neurales DIV14 infectadas con particulas lentivirales, y tratadas con JC1 a dia 7
post infeccién. Se observa que no hay cambio en el estado mitocondrial para los tratamientos respectos al control
vacio. Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), un agente desacoplante fue utilizado como control
positivo de la técnica. Barra de escala: 200um.

3.5 Fragmentacion mitocondrial axonal en neuronas que sobreexpresan A53T
aSin.

Para probar si los cambios en el flujo mitocondrial observados en neuronas
sobreexpresando aSin promueven la fragmentacion mitocondrial, como fue previamente descripto
en modelos celulares y animales (Butler, E. K. et al. 2012; Kamp, F. et al. 2010; Xie, W. & Chung,
K. 2012), se analizo la morfologia de las mitocondrias axonales en las neuronas humanas co-
transfectadas con mito-GFP y los vectores de aSin (Fig. 3.9).

Las neuronas control y aquellas sobreexpresando aSin WT y A30P mostraron una longitud
mitocondrial axonal similar. Sin embargo, la transfeccion con la mutante A53T aSin resultd en
una disminucion significativa en dicho parametro y un aumento significativo en el nimero de
mitocondrias presentes en el axén (Fig. 3.9A). Para confirmar este resultado, se realizaron analisis
de inmunofluorescencia complementarios usando como marcador mitocondrial a la subunidad 1

de la citocromo-C oxidasa (COX-1) en las neuronas co-transfectadas con el vector A53T aSin
(Fig.3.9B).
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Figura 3.9: Anélisis morfoldgico de mitocondrias axonales sobreexpresando aSin (A) Tamafio medio mitocondrial y
densidad mitocondrial axonal en neuronas co-transfectadas con WT, A30P, o A53T aSin y mito-GFP en relacion 2:1
(n = 60 mitocondrias por condicion de 10 experimentos independientes). Barra de escala, 5 um. (B) Las reducciones
en el tamafio mitocondrial por sobreexpresion de A53T aSin fue confirmada por inmunofluorescencia, usando un Ab
a-COX-I en neuronas transfectadas. Datos representados como media + SEM, ANOVA de un factor seguido de
Dunnett’s post-test, *p < 0.05 (n = 40 mitocondrias de 4 experimentos independientes) Barra de escala: 5 um.

Nuevamente, se observo que la sobreexpresion de A53TaSin llevd a una disminucion
significativa del tamafio mitocondrial frente al control vacio. El tamafio mitocondrial total se vio
disminuido en el caso de la sobreexpresion del vector WT aSin ademas del mutante A53T
(Fig. 3.10A). Para probar si los niveles de expresion de aSin correlacionaban con el fenotipo de
fragmentacion, las neuronas co-transfectadas fueron analizadas para tamafio mitocondrial e
intensidad de sefial de aSin (Fig.3.10B).

Agquellas neuronas con una menor expresion de aSin (aSin bajo) mostraron una
fragmentacion significativa respecto al control vacio solo en el caso de aSinA53T, mientras que
las neuronas aSin-alto evidenciaron un aumento en la fragmentacion mitocondrial para las
construcciones aSin A53T y WT, pero no demostraron diferencia alguna para A30P al compararlas

con el control.
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Figura 3.10: Analisis morfoldgico de mitocondrias en contexto de sobreexpresion de aSin. (A) A53T y en un menor
grado WT aSin reducen el tamafio mitocondrial. Datos presentados como mediana méas un rango intercuartil. (B)
Medianas y percentiles correspondientes al tamafio mitocondrial categorizando las organelas segun baja o alta
intensidad de fluorescencia aSin (sobre el maximo de intensidad de fluorescencia aSin en células ctrl transfectadas
con mito EGFP + pldsmido vacio) en cada tratamiento. Se realizo un andlisis de ANOVA Kruskal-Wallis para las
variables de intensidad en cada tratamiento comparado con el control (p < 0.05) (n = 20 neuronas). (C) Tamafio medio
mitocondrial para cada condicion tomado en pool analizando el conjunto de mitocondrias en cada sentido:
anterdgrado, retrogrado y estacionario. Datos representados como mediana, y cajas del 75 del percentil, con barras del
10 y 90 del percentil. No se hallaron diferencias significativas. ANOVA Kruskal-Wallis (p > 0.05). (n = 2000
mitocondrias de 10 experimentos independientes). (D) Los efectos de A53TaSin sobre el tamafio mitocondrial son
observables en otros modelos, como el de neuronas hipocampales murinas co-transfectadas con mito-GFP + vector
vacio 0 aSin A53T. magnificacion de un axon. Barra de escala: 30 pm, Barra de escala de magnificacion: 10 pum.
Cuantificacion del tamafio medio mitocondrial en axones murinos sobreexpresando A53T aSin comparados con el
control vacio (n = 30 axones de 3 experimentos independientes).

Estos resultados demuestran que diferentes variantes de aSin inducen un aumento en la
fragmentacion mitocondrial de manera dosis dependiente. Se considerd entonces valido el
cuestionar si el tamafio mitocondrial correlaciona con el movimiento de la organela, teniendo en
cuenta los cambios observados en el flujo mitocondrial y la posibilidad de que mitocondrias mas
pequefias puedan ser mas propensas al movimiento. Sin embargo, no se observo una asociacion

entre el tamafio mitocondrial y el perfil de movimiento de dicha organela (Fig. 3.10C).
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Figura 3.11: (A) Microfotografias de inmunofluorescencia de CMNH derivadas a partir de CMPih Craig venter
sobreexpresando A53TaSin. Las condiciones de sobreexpresién son las mismas utilizadas en neuronas diferenciadas
(co-transfeccién EGFP/ aSin en relacion 2:1). Barra de escala: 10pum (B) Analisis morfologico tridimensional de las
mitocondrias en CMNHSs co-transfectadas con EGFP y vector vacio o A53T aSin. Barra de cddigo de color muestra
la localizacion mitocondrial en el eje espacial Z.(C) Los gréficos de Barra muestran una reduccion en la superficie
mitocondrial, la media de tamafio mitocondrial y la desviacion standard en la distancia a superficie sin cambios en la
masa total mitocondrial en condiciones de sobreexpresion de A53T aSin (n = 15 células de 2 experimentos
independientes). Barra de escala: 20 um. Los datos son representados como la media + SEM. Test pareado de Student,
***p < 0.001, *p < 0.05.

Para determinar si el efecto de aSinA53T sobre el tamafio mitocondrial era especifico para
células neurales humanas diferenciadas, dicha variante fue sobreexpresada en cultivos primarios
de raton y en células madre neurales humanas (CMNH). De manera consistente con los resultados
previos, la co-transfeccion de mito-GFP y aSinA53T en células hipocampales de raton, resulto en

una reduccion significativa en el largo axonal al comparar con el control (Fig. 3.10D). Asimismo,
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una disminucién significativa en el tamafio mitocondrial fue evidente en el caso de las neuronas
derivadas para el caso de la sobreexpresion de aSinA53T (Fig. 3.10A).

El andlisis de la reconstruccion estructural tridimensional de la mitocondria en CMNH
transfectadas, demostrd que aSin A53T no solo lleva a una disminucion en tamafio (superficie y
distancia media a superficie), sino que también resulta en alteraciones en la morfologia.
Favoreciendo una forma mas esférica (Desvio standard de la distancia, Fig. 3.11C). Cabe agregar
que la masa total mitocondrial no se vio alterada, indicando un aumento compensatorio en el
numero mitocondria presentes en la célula (Fig.3.9A). Tomando en cuenta ambos resultados,
resulta evidente que aSinA53T incide sobre la homeostasis mitocondrial, induciendo cambios
morfoldgicos y favoreciendo su fragmentacion tanto en células neuronales como en precursores

de las mismas.

3.6 La expresion direccionada de aSin WT y A53T, pero no de A30P, reduce
el tamafo mitocondrial.

La localizacion de mutaciones de aSin en el dominio N-terminal de la proteina en
combinacion con la conocida interaccion biofisica de dicho dominio con membranas lipidicas,
llevé a la pregunta de si aSin A53T presenta una mayor afinidad por la asociacion a membrana
que las otras variables (Perlmutter, J. D, et al. 2009, Jensen, P. H., et al. 1998). Para determinar si
las variantes de aSin se asocian de manera diferencial a la mitocondria, se tomaron fracciones
subcelulares (total citosolica y mitocondrial) de la linea celular de neuroblastoma humano SH-
SY5Y transfectada con vectores que codifican para aSin WT, A30P, o A53T (Fig.3.12A). La
cuantificacion de la distribucion subcelular de aSin, fue calculada como la tasa normalizada de la
intensidad de sefial mitocondrial/citosolica. Dicha tasa demostrd que oaSinWT presenta una
asociacion baja a la mitocondria, disminuyendo para el caso de aSinA30P y aumentando en el caso
de AS3T al contrastar con el control. Este resultado indica que existen caracteristicas estructurales
diferenciales entre las variables de aSin que determinan su tendencia a la asociacion de la proteina

con la mitocondria y consecuentemente el nivel de defecto mitocondrial evocado.
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Figura 3.12: Asociacidon diferencial de aSin a la mitocondria. (A) Fracciones citosélicas y mitocondriales aisladas
por centrifugacion diferencial de extractos de células SHSY5Y transfectadas con vector vacio, WT, A30P, 0 A53T
aSin. El enriquecimiento de aSin se cuantificé como la tasa de expresion mitocondrial/citosélica para el control
(vacio), WT, A30P, 0A53T aSin normalizados al nivel basal de expresion de aSin en la linea (magnificacién:
sobreexpresion en control). (B) Tubulinay VDACL1 fueron utilizados como controles para las fracciones citosélicas y
mitocondriales respectivamente.

Para probar si el efecto estructural sobre el tamafio mitocondrial requiere de la asociacion
directa de la proteina con las membranas mitocondriales, se decidio forzar la interaccion de aSin
con la mitocondria, mediante el subclonado de cada una de las variantes de aSin en un sistema de
entrega dependiente de la dimerizacion del sistema FKBP-FRB en presencia del andlogo de la
rapamicina Rapalog (Van Spronsen, M. et al. 2013).

Brevemente, las secuencias de aSin WT, A30P, y A53T fueron subclonadas en nuevos
pldsmidos en marco con dominios FRB (aSin WT, A30P, o A53T-FRB) que dimeriza con
dominios FKBP solo en presencia de un agente heterodimerizador (rapalog). La proteina inductora
del ensamblaje de actina (ActA) fue fusionada con los dominios FKBP con el objetivo de dar una
sefial de localizacion en la membrana externa mitocondria (MEM), asimismo el plasmido FKBP
presenta una secuencia del reportero GFP. En presencia de rapalog, los complejos heterodimericos
GFP/FKBP-FRB son asi direccionados a la membrana externa de la mitocondria (MEM) (Fig.
13A). Mediante este esquema de trabajo, se estudio la distribucion de las construcciones aSin-

FRB en presencia o ausencia de rapalog (Fig. 3.13B).
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Figura 3.13: (A) Izquierda: Esquema de estrategia utilizada. Derecha: GFP-FKBP-ACtA es expresada en mitocondria
de manera correcta, Neuronas transfectadas con GFP-FKBP-ActA fueron incubadas con la sonda mitocondrial
mitotracker (Rojo). Microfotografias demostrando co-localizacién de lo expresado por el vector y la mitocondria.
Barra de escala panel superior: 50um, inferior: 10pum. (B) Derecha: Neuronas co-transfectadas con aSin-FRB y GFP-
FKBP-ActA, en presencia de 0 o 500 nM rapalog. Barra de escala: 30 um. Izquierda: Tamafio mitocondrial medio en
axon de cultivos neuronales transfectados con mito GFP como control o co-transfectadas con GFP-FKBP-ACtA y
vector vacio, WT, A30P o A53T aSin-FRB. Incubacion con rapalog (0, 200 0 500 nM) para cada condicién. Los datos
son representados como media £ SEM (n=15). Analisis estadistico: ANOVA de 2 factores seguida de un Post test
Dunnet, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Dos concentraciones de rapalog fueron probadas (200 y 500 nM) para poder tomar en
cuenta y analizar posibles respuestas dosis dependientes. De manera consistente con los resultados
previos, solo aSinA53T-FRB llevo a una reduccién significativa en el tamafio mitocondrial en

ausencia de rapalog, o sea, sin necesidad de ser reclutada a la MEM (Fig. 3.13B der; Fig. 3.14C).
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Figura 3.14: (A) Neuronas humanas co-transfectadas con GFP-FKBP-ACtA y aSin-FRB fueron inmunomarcadas
mediante uso de Ab a-aSin, Se observo la expresién citosélica de la proteina en condicion de 0 nM vy la localizacion
mitocondrial en 500nM de Rapalog durante 6 h (Barra de escala: 10 um). (B)Neuronas co transfectadas con WT 0
A53T aSin-FRB junto a GFP-FKBP-ACtA en presencia de 0 0 500 nM Rapalog. Magnificacién: segmento axonal.
Barra de escala: 30 pm; Magnificacion: 10 pm. (C) Cuantificacion del tamafio mitocondrial medio por axén en 0, 200
0500 nM de rapalog durante 6 h, normalizados a control transfectado con vector vacio como control. Regresién lineal,
pendientes y desviacion del cero fueron evaluadas (WT aSin-FRB: —0.043, p < 0.001; A30P aSin-FRB: —0.015, p >
0.05; A53T aSin-FRB: —0.031, p < 0.05). Los datos son representados como la media = SEM (n = 15 axones por
condicion de 3 experimentos independientes). (D) Distribucion de la funcion de probabilidad de tamafioc medio del
total del pool mitocondrial medido en neuronas en condiciones WT, A30P, o A53T aSin-FRB junto a GFP-FKBP-
ActA con 0 0 500 nM Rapalog. (n > 300 mitocondria de 3 experimentos independientes).

La incubacion con rapalog en neuronas aSinA53T-FRB resultdé en una reduccion mas
pronunciada en el largo de mitocondrias axonales. Fue muy interesante el observar que en
presencia de 500 nM rapalog, la variable aSinWT-FRB llevo a una reduccién en el tamafio
mitocondrial notoria y significativa, similar a la observada para aSinA53T-FRB (Fig. 3.13B der;

Fig. 3.14C, B). Contrastando con estos resultados, la construccion aSinA30P-FRB no tuvo un
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efecto tan pronunciado sobre el tamafio mitocondrial en ausencia o presencia de rapalog, incluso
en la dosis mas alta del compuesto al comparar con las variantes WT y A53T de aSin (Fig. 3.14C).
De manera consistente a estos resultados, el analisis de la funcion de probabilidad de tamafio
mitocondrial arrojé un comportamiento similar entre aSinWT-FRB y aSinA30P-FRB aSin en
ausencia de rapalog. En el caso de las células tratadas con una pre-incubacion de rapalog (500nM)
durante 6h, se observo que la similitud de distribucion de probabilidades de tamafio mitocondrial
se da entre aSinWT-FRB y aSinA53T-FRB (Fig.3.14D). Estos resultados, sugieren entonces un
efecto que seria de naturaleza biofisica de aSin sobre la fragmentacion mitocondrial, y dicho efecto

requiere una interaccion directa con la MEM en las neuronas.

3.7 La integridad del dominio N-terminal de aSin es necesaria para el control
de la morfologia mitocondrial neuronal.

Con el objetivo de probar si cambios en la estructura del dominio N-terminal de aSin
controla la interaccion de dicha proteina con la membrana mitocondrial, y esto a su vez impacta
sobre la morfologia de las mitocondrias axonales, se disrumpio la integridad de aSin en neuronas
derivadas a partir de CMPih.

Para ello se utiliz6 un enfoque de edicion gendmica dirigida mediante CRISP-R/Cas9 sobre
la linea comercial de CMPih Craig Venter (CV). Se obtuvieron lineas isogénicas con disrupciones
en la conformacion de aSin usando pequefios ARN guias (JARN) con blanco en el exon 2, posicion
39 en la secuencia (Fig. 3.15). Para identificar clones positivos se utilizé una estrategia de PCR
utilizando primers especificos para el exon 2 de aSin fue utilizada para identificar clones positivos
con inserciones genodmicas (Fig. 3.15A).

Un putativo clon CMPih-CV CRISPR/Cas9-modificado(MS06) presenté dos alelos
modificados, uno con una insercion nucleotidica que corrié el marco de lectura, generando un
coddn stop prematuro y el otro con una insercién de 18 aminoacidos en marco respecto al resto de
la secuencia original, dando lugar a una variacion de aSin de mayor peso molecular (Fig.3.15B,
3.16 A, B).
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Insercion

TTCTCTATG TACGRGACG CCACCCCCACA TG

CV 5-GTGTTCTCTATGTAGGTAGGTAAACCC
Alelo 1 5-GTGTTCTCTATGTACGGTAGGTAAACCC

5.GTGTTCTCTATAGACAGGCCCCCTCTCE
Alelo 2 4 cCCCACATGAAGCAGCCATGGTAGGAG
AAGCACATAAGTAGGTAGGTAAACCC

MS06

B aSyn-WT: 140 aa / 14Kd

MODVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVA
EAAGKTKEGVLYVGSKTKEGVVHGVATV
AEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVE
GAGSIAAATGFVKKDOLGKNEEGAPQEG
ILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPE
Ar

Alelo 1: 56 aa / 6Kd

£
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVA N CCEEE—N. C
EAAGKTKEGVLYVRLONQGGSGAWCGN T R
sG*

Alelo 2: 158 aa / 16Kd

MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVA
EAAGKTKEGVLYRQAPSPTPHEAAMVG

NVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAAT Insercién
GFVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDP

DNEAYEMPSEEGYQDYEPEA*

MSO06

Figura 3.15: Disrupcion de la secuencia de aSin mediante CRISPR/Cas9 en células CV. (A) Secuenciacion genémica
de MS06, revel6 inserciones en ambos alelos (secuencia marcada en rojo). La secuencia blanca sobre el Exon2 esta
subrayada. En un alelo se observé una insercion puntual antes del Gltimo nucledtido de la secuencia blanco llevando
a un cambio en marco de lectura y stop prematuro, mientras que el otro alelo presentd insercion de 56 nucledtidos, y
delecién de 2 (tachados). (B) Secuencia aminoacidica de WTaSin y de alelos modificados del clon modificado
mediante Crispr-Cas9 MS06. En negrita se remarcan los aminoacidos que corresponden a los 2 dominios a-hélice de
aSin. Se subraya el cambio en marco de lectura para el primer alelo y la insercion en el segundo (en rojo en el esquema
gréfico).

Cabe agregar, que dicha insercion se dio entre las a-hélices de aSin, alejando ambos
dominios por extension de péptido linker, viéndose asi modificada la dimerizacion N-terminal de
la proteina. La expresion de aSin en células madre neurales y en neuronas diferenciadas derivadas
de las CMPih CV clon MS06 revelaron un aumento de 2 kDa en el peso molecular de aSin, al

comparar con la proteina obtenida de controles isogénicos y de neuronas hipocampales murinas.
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Figura 3.16: Disrupcién del dominio o-hélice de aSin, analisis de expresion de aSin editada en neuronas derivadas
de CMPih CV (A) Panel superior: secuencia del exén 2 de aSin y blanco del ARN guia (Llave en rojo) seguida de la
secuencia PAM (subrayada en azul) para el corte del ADN mediado por la endonucleasa de CRISPR/Cas9. Panel
inferior: PCR gendmico para la bisqueda y seleccion de clones CV CMPih. Dos clones, PS06 (Banda de menor
tamafio) y MS06 (tamafio mayor, punta de flecha) se muestran junto a la amplificacion de una linea CV WT (flecha
completa). (B) Western Blots de homogenatos de neuronas hipocampales de ratén (Hpp) y células madre neurales de
CV control y el clon MS06 utilizando dos Abs a-aSin 0 demuestran una aSin de mayor PM en MS06 debido a la
insercion en marco en el Alelo2. Se utiliz6 un Ab anti aSin monoclonal (antigeno aa 15-123) y uno policlonal
(antigeno aa 111-131). (C) Expresion de aSin en neuronas terminalmente diferenciadas derivadas de CMPih-CV
(control) 0 MS06. Tincién inmunofluorescente utilizando anticuerpo monoclonal y policlonal anti aSin en neuronas
MSO06 versus control CV. Barra de escala: 50 um. (D) Western blot de extractos proteicos totales de homogenatos
obtenidos de neuronas CV o MS06. Se cuantificaron MFN1 y Drpl1 y normalizados a tubulina como control de carga
(n = 3 experimentos independientes).

Utilizando anticuerpos anti-aSin monoclonales (antigeno aa 15-123) y policlonales
(antigeno aa 111-131), se confirmé la estabilidad de la modificacion de aSin, que interrumpid la

proximidad de los dos dominios hélice presente en el extremo N-terminal de la proteina
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(Fig. 3.16B). Ladiferenciacion neuronal, adquisicion de polaridad y niveles de expresion de aSin
fueron evaluados en neuronas diferenciadas a partir del clon MS06 en contraste con neuronas
derivadas a partir de CMPih-CV control (Fig. 3.16C). Para determinar si la modificacion de aSin
impacta directamente sobre los niveles de proteinas asociadas a los procesos de fusion/fision
mitocondrial, como, por ejemplo: mitofusina 1 (MFN1) y proteina 1 relacionada a dinamina
(DRP1), se realizaron analisis Western blot en neuronas MS06 y neuronas CV control. La
cuantificacion de niveles de proteina revel6 niveles similares entre las lineas (Fig.3.16D), Sin
embargo, este experimento no descarta que el fenotipo de fragmentacion sea dirigido por la
actividad de MFN1 o DRP1.
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Figura 3.17: Analisis de la morfologia mitocondrial en neuronas derivadas del clon MS06 y el control CMPih-CV.
(A) Iméagenes representativas de neuronas transfectadas con mito-GFP. Se analizaron neuronas derivadas del clon
MSO06, control CMPih-CV y MS06 transfectadas con A53T aSin. Magnificacion: mitocondrias axonales. Barra de
escala:30 um, magnificacion: 20 pm. Panel inferior: imagenes obtenidas de neuronas MS06, donde se observan
mitocondrias axonales anormales, elongadas, agregadas e interconectadas. Barra de escala:30 pm (G) Se observé un
aumento significativo en el tamafio medio de las mitocondrias por axén en las neuronas MS06 frente al control CMPih-
CV, dicho aumento fue revertido por la sobreexpresion de A53T aSin en las neuronas MS06. Los datos estan
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representados como mean + SEM (n = 25 axones por condicion de 2 experimentos independientes). Analisis
estadistico: ANOVA de un factor seguido de un test de Dunnet *p < 0.05. La distribucion de la densidad de
probabilidad por tamafio se analizé tomando el pool de mitocondrias medidas para MS06, MS06 + A53T aSin y
CMPIih-CV. Andlisis estadistico: Test de Kolmogdrov-Smirnov para cada comparacion ***p < 0.001, ****p < 0.0001
(n > 280 mitocondria por condicidn de 2 experimentos independientes).

Luego de 14 dias en cultivo en medio de diferenciacion neuronal, las neuronas derivadas a
partir del clon MS06 y de las CMPih-CV control fueron transfectadas con mito-GFP, con el
objetivo de analizar la morfologia mitocondrial. Las neuronas MS06, presentaron morfologias
mitocondriales axonales elongadas (Fig.3.17A). Las mitocondrias axonales presentaron un
aumento significativo del 35% en la longitud media mitocondrial con una distribucion anormal en
neuronas MS06 al comparar con neuronas control (Fig. 3.17B).

Adicionalmente, en neuronas MS06, pudieron observarse morfologias mitocondriales
anormales, principalmente en forma de ramificaciones e interconexiones entre dichas organelas
(Fig.3.17A, panel inferior). Para probar si estos cambios morfoldgicos dependen de un rol
fisiologico de aSin sobre la homeostasis mitocondrial, se sobreexpresé aSinA53T en neuronas
MS06. Cabe destacar que dicha sobreexpresion llevd a una reduccion significativa en el largo
mitocondrial en neuronas MS06 que resultaron incluso méas pequefias que las del control CMPih-
CV (Fig. 3.17 B). Vale recordar que un resultado previamente presentado, demostré que los
cambios en tamafio en las neuronas MS06 mediados por eventos de fusion/fision es promovida sin
cambios en la expresion de proteinas de control de integridad mitocondrial MFN1 y DRP1(Fig.
3.16D). Sin embargo, no puede ni debe descartarse un rol dependiente de la modulacion de la
actividad de las mitofusinas 1 y 2 o de DRP1 supeditada a los niveles de aSin asociada a membrana
en un momento dado.

Los resultados, tomados como un conjunto soportan la idea de un rol fisioldgico de aSin
en el control de la morfologia mitocondrial, que podria estar asociado a una interaccion directa del

dominio N-terminal de aSin con la membrana de la mitocondria.
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4. Discusion.

4.1. El protocolo de diferenciacién utilizado es capaz de generar neuronas
terminalmente diferenciadas para ser utilizadas como modelo experimental.

A fin de lograr un mayor entendimiento de la patologia de la EP y avanzar en el desarrollo
de terapias para el tratamiento de la misma, es importante entender las consecuencias de las
diferentes mutaciones asociadas a la enfermedad. Los analisis post mortem son informativos de
las etapas finales de la patologia, pero entender los cambios moleculares tempranos asociados con
la iniciacion de la EP es fundamental para el disefio de terapias efectivas. El uso de células
pluripotentes humanas de origen embrionario o somaético en el caso de las celulas humanas
pluripotentes inducidas representa una excelente herramienta para la investigacion de
enfermedades neurodegenerativas. Un estudio llevado a cabo por Cooper et al. (2012), demostrd
como células pluripotentes inducidas generadas a partir de células somaticas de pacientes con EP,
pueden ser usadas para obtener neuronas con el objetivo de probar una gama de posibles
compuestos terapéuticos. Sus datos mostraron que algunos compuestos lograban respuestas
positivas sobre las neuronas diferenciadas que exhibian rasgos de la enfermedad, pero dichas
respuestas dependian en gran medida del genotipo particular del paciente. Esto provee un ejemplo
de como las neuronas derivadas a partir de la reprogramacion de células somaticas de pacientes
pueden ser una herramienta muy Util en la seleccion de tratamientos personalizados y en el
reclutamiento de pacientes para ensayos clinicos, excluyendo a genotipos no respondedores
reduciendo asi el tamafio de corte requerido, y el costo final de los mismos.

En el presente trabajo, se logré diferenciar exitosamente cultivos de células pluripotentes
embrionarias e inducidas a neuronas y a células madre neurales. Dichas células fueron empleadas
como plataforma para modelar la sobreexpresion de aSin y las mutaciones puntuales asociadas al
Parkinson familiar A53T y A30P.

Las ventajas del modelo ya han sido establecidas a lo largo del presente trabajo, sin
embargo, aun quedan varios aspectos por resolver ;Cudles son las desventajas que presenta esta
herramienta de cultivo? En primera instancia es el tiempo de diferenciacion que plantea el
protocolo utilizado desde el estado pluripotente hasta el punto final, asimismo, gran parte de dicho
proceso se realiza en ausencia de antibidticos, lo cual significa que, incluso logrando una

produccioén de tipo linea continua, pueden haber eventos de contaminacion que impacten muy
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negativamente sobre los cronogramas de trabajo. Una opcion para disminuir estos tiempos de
cultivo es la derivacion de células madre neurales que retienen un potencial replicativo activo y ya
estan comprometidas a linaje, lo que permite la expansion y diferenciacion a punto final en menos
tiempo.

Otro inconveniente con el que nos encontramos fue que tanto las células pluripotentes
indiferenciadas, las células madre neurales y las neuronas son muy refractarias a las herramientas
moleculares de transfeccion y transduccion, lo cual dificulta el ingreso y expresion de ADN
foraneo a dichas células. Las bajas eficiencias obtenidas permitieron el analisis por imagenes, pero
para hacer estudios de tipo bioquimico, tuvimos que utilizar otras células mas permeables a la
transfeccion como la linea de neuroblastoma humano SHSYS5Y. Frente a esta dificultad, hicimos
pruebas con diversos productos de tipo lipido catidnicos, infecciones con particulas lentivirales
junto con adyuvantes de infeccién como el versene y aplicacion de fuerza centrifuga (Spinfection)
y nucleofecciones (transfecciones mediadas por electroporacion). Los diferentes productos de
transfeccion mediada por lipidos cationicos mantuvieron una eficiencia de transfeccion baja y
similar entre si.

Las transducciones mediadas por lentivirus lograron un aumento en la cantidad de células
expresando reporteros y sobreexpresando los genes de interés, sin embargo, el analisis bioquimico
de los niveles de aSin en células tratadas no difirié significativamente de los controles con vector
vacio. En el caso de la nucleofeccion tuvimos resultados mixtos, que dependieron
fundamentalmente de la plataforma tecnoldgica utilizada. En el LIAN se utilizé el NEON de life
technologies para intentar nucleofectar células madre embrionarias indiferenciadas WAQ9 y
células madre neurales derivadas a partir de WAOQ9 previo a su diferenciacion a punto final. Las
células neurales diferenciadas no pueden ser cultivadas en suspension asi que es un estadio en el
que no se puede pasar las células por cuba de electroporacion. Lamentablemente, un buffer
electroactivo del kit para electroporacion conteniendo polialcoholes y fundamental en el proceso
de nucleofeccion, resultdé sumamente toxico para las células utilizadas. Debido al hecho que el
pulso eléctrico per se genera estrés y consecuente muerte celular, las células tratadas en el NEON
no lograron una recuperacion luego del tratamiento. Incluso al tratar de minimizar el tiempo de
exposicion de las células al buffer en cuestion. Sin embargo, el Dr. Pozo Devoto, si logréd

nucleofectar las células pluripotentes reprogramadas comerciales Craig Venter en la Universidad
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de San Diego con las construcciones de CRISPR/Cas9 utilizadas. En ese caso se utilizo otro
electroporador y otro Kit de buffers, el Amaxa nucleofector system de Lonza.

A pesar de estas dificultades, pudimos obtener resultados consistentes con previos reportes
e implementar un enfoque novedoso en el estudio del impacto de la sobreexpresion de aSin sobre
la homeostasis mitocondrial en cultivos neurales humanos. Asi que, si bien el modelo es
técnicamente dificultoso, es muy util para el modelaje de enfermedades neurodegenerativas in

vitro y su desarrollo tiene un gran potencial en cuanto a los alcances del mismo.

4.2 La sobreexpresion de las diferentes variantes de aSin tiene un efecto
diferencial sobre la morfologia mitocondrial.

La fragmentacion mitocondrial ha sido descripta en diferentes modelos de EP utilizando
diversas variantes de aSin, aunque el efecto de las mutaciones en cuestién no ha sido consistente
entre los trabajos publicados (Kamp, F. et al, 2010; Nakamura, K. et al, 2011; O’Donnell, K. C. et
al, 2014- Chinta, S. J., et al, 2010). Esto podria atribuirse a una falta de modelos celulares
apropiados para estudiar tanto los efectos de las mutaciones de aSin como los de abundancia
citoplasmatica y localizacion sobre la homeostasis mitocondrial y los procesos de dindmica
mitocondrial, sostenidos sobre el equilibrio entre la fragmentacion y fusion de dicha organela.
Dado el enriquecimiento en aSin presente en el tejido neural, se han propuesto diversos roles para
dicha proteina en el mantenimiento de la homeostasis celular, incluyendo el control de la liberacion
de vesiculas sinépticas (Snead, D. & Eliezer, 2014), modulacion de vias de sefializacion secretorias
(Wang, T. & Hay, J. C., 2015) y regulacion del transporte vesicular (Jensen, P. H., et al. 1998).
Sin embargo, el rol fisiologico de aSin endogena sobre la homeostasis y control de calidad de la
mitocondria neural todavia no ha sido totalmente dilucidado. Ratones KO para aSin, demuestran
una mayor resistencia a neurotoxinas mitocondriales utilizadas para el modelaje de EP in vivo
(Dauer, W. et al. 2002). También, se ha demostrado que el knockdown de aSin, suprime fenotipos
de fision mitocondrial inducidos por estrés, lo cual también sugiere un rol de aSin en la regulacion
fisiolégica de dinamicas mitocondriales (Norris, K. L. et al. 2015).

En el presente trabajo se utilizaron exitosamente neuronas derivadas a partir de células
pluripotentes humanas para caracterizar los efectos de la sobreexpresion de aSin wt y dos versiones
de la misma portando mutaciones asociadas con la EP familiar, A53T y A30P, sobre las

mitocondrias axonales. La sobreexpresion de la mutacion A53T llevo a reducciones significativas
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en el tamafio de las mitocondrias axonales. Un efecto mas moderado se observo en un contexto de
sobreexpresion de la version WT de aSin, sin embargo, no se observé dicho efecto en el tamafio y
la fragmentacion mitocondrial para la sobreexpresion de la variante A30P.

El efecto significativamente mayor, observado para la mutacién A53T, al comparar con
aSin WT  sobre el aumento de la fragmentacion mitocondrial sugiere un mecanismo del tipo
ganancia de funcién, mientras que la falta de efecto observado para la variante A30P, incluso en

contextos celulares de sobreexpresion de la misma, sugiere una pérdida de funcion.

4.3 La sobreexpresion de aSin induce defectos en el transporte mitocondrial.

La asociacion de la dindAmica mitocondrial con motores moleculares (Utton, M. A., et al.
2005; Prots, I. et al. 2013) y la acumulacion de cuerpos de agregacion de aSin sugiere que dicha
proteina cumple un rol central en la induccion de defectos en el transporte axonal (Roy, B. &
Jackson, 2014; Saha, A. R. et al. 2004). De manera consistente con esta idea, se logré demostrar
que la sobreexpresion de aSin WT o la mutante A53T de dicha proteina en las neuronas utilizadas
resultaron en un aumento significativo en defectos en el flujo mitocondrial anterégrado/retrogrado,
lo cual esta directamente asociado a la distribucion anormal de mitocondrias en los axones. La
induccidn de defectos en la dindmica y transporte mitocondrial observados por sobreexpresion de
aSin WT y aSin A53T, también han sido reportados en lineas celulares y en neuronas murinas
(Xie, W. & Chung, 2012).

Cambios en la movilidad mitocondrial axonal, impulsan cambios en las tasas de
fusion/fision que controlan la morfologia mitocondrial (Misko, A., Jiang, et al. 2010) y se ha
sugerido que este efecto es reciproco cuando los eventos de fusién/fision son modificados
(Fukumitsu, K. et al.2016). Esta relacion cruzada entre la dinamica y el flujo axonal mitocondrial
esta influenciada ademas por el potencial de membrana (PM) de dicha organela. EI PM actia como
un sensor de integridad mitocondrial y favorece el transporte retrogrado sobre el anterdgrado
(Wang, X. etal. 2011). Los defectos en el transporte axonal observados al sobre-expresar aSin son
consistentes con el fenotipo de fragmentacion que presentaron las neuronas tratadas. Sin embargo,
el potencial de membrana mitocondrial de las neuronas sobre-expresando aSin y variantes,
permanecio sin cambios frente al control (vector vacio) en la ventana temporal en la que las células
fueron tratadas y analizadas. Estos resultados coinciden con los observados por Nakamura, K. et
al. (2011) en un modelo murino, donde la sobreexpresion de aSin y variantes A30P, A53T, y E46K
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produjeron cambios en la morfologia mitocondrial, aumentando la tasa de fision, y dichos cambios
se dieron en ausencia de citotoxicidad o signos de disfuncion mitocondrial. Se concluye entonces
que un potencial de membrana normal es compatible con el aumento en la fragmentacion de la
organela. Esto abre la puerta a futuras investigaciones sobre los efectos de la sobreexpresion a

largo plazo de aSin en el transporte y funcion mitocondrial.

4.4 Localizacion de oSin e interaccion con membranas mitocondriales.

Para determinar si las diferencias observadas estaban relacionadas con una asociacion
directa de aSin con las membranas de la mitocondria, se realizaron fraccionamientos subcelulares
en células de linea de neuroblastoma humano SHSY5Y sobre-expresando las distintas versiones
de aSin. La localizacion de aSin A53T en la fraccion mitocondrial fue més pronunciada al
comparar con aSin WT, mientras que aSin A30P demostré una localizacion mitocondrial menor.
Estos resultados sugieren que aSin podria ejercer una regulacion funcional directa sobre la
morfologia mitocondrial que podria estar relacionada con el tipo de mutacion presente. Las
propiedades intrinsecas de aSin permiten la interaccion con membranas lipidicas, mediando una
funcion fisiologica no solo en la mitocondria sino también en el anclado e interaccion de
membranas sinapticas con la membrana plasmatica en el espacio sinaptico (Abeliovich, A. et al,
2000; Nemani, V. M. et al, 2010). Se ha propuesto que la asociacién de aSin con la membrana
mitocondrial dependeria de la secuencia aminoacidica de la estructura a hélice, localizada en el
dominio N-terminal de aSin (Robotta, M. et al., 2014). Las mutaciones de aSin asociadas a la
aparicion temprana de la EP estudiadas, estan localizadas dentro de este dominio, e impactan
directamente en la afinidad de union de la proteina con membranas lipidicas en solucion micelar.
Siendo la mutacion aSin A53T responsable de un aumento en la afinidad de unién a membranas y
A30P de la disminucién de dicha afinidad en comparacion con aSin WT (Perlmutter, J. D. et al,
2009). Estas propiedades correlacionan con los resultados obtenidos en el presente trabajo en
cuanto al impacto diferencial de la sobreexpresion de cada una de estas tres variantes de aSin sobre
el tamafio y morfologia mitocondrial y con reportes previos que sugieren efectos mutacién-
dependientes sobre la fragmentacion mitocondrial y la maquinaria de transito vesicular en modelo
murino (Bender, A. et al. 2013).

En general, la curvatura espontanea de los lipidos que componen una membrana es un

factor significativo en la determinacion de sus propiedades fusogénicas (Chernomordik, L., et
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al.1995). La curvatura de una bicapa puede ser alterada por la unidn de proteinas, que pueden
aumentar o disminuir el estrés de curvatura (McMahon, H. T., and Gallop, J. L., 2005). El estrés
de curvatura es causado por una discrepancia entre la forma intrinseca de parte de los componentes
lipidicos de la membrana y la forma de la membrana como un todo. De manera consistente con
estos conceptos, se ha introducido la teoria de que la fusion de membranas disminuye o alivia
dicho estrés de membrana, esto es especialmente importante considerando que los agregados de
aSin en cerebros de pacientes con enfermedades neurodegenerativas son observados
principalmente sobre el RE, la mitocondria, y vesiculas pre y post sinapticas (Kamp, F., y Beyer,
K. 2006; Nuscher, B. et al 2004).

Tomando estos antecedentes y los resultados obtenidos, es 16gico el pensar que aSin,
cumple una funcion fundamental en el mantenimiento y regulacion del estrés de curvatura de las
bicapas presentes en dichas organelas y vesiculas. La sobreexpresion de la proteina en su forma
WT o las mutaciones puntuales asociadas al Parkinson Familiar cambian la asociacion de la
proteina con dichas bicapas, y por ende la dindmica de regulacion del estrés de curvatura en
membrana y su impacto en las propiedades fusogénicas de vesiculas sinapticas y mitocondrias.

Teniendo en cuenta que la curvatura de la membrana es dependiente de su composicion
proteo-lipidica, es esperable que la misma sea dinamica en el tiempo de acuerdo con el estado del
microambiente celular. (Auluck, P. K., Caraveo, G. & Lindquist,2010, Chan, E. Y. L. &
McQuibban, 2012). La acumulacion de productos de oxidacion y dafio proteico tanto por desgaste
celular cronoldgico o por insulto quimico, como en los casos de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
y MPTP, van a tener un impacto en la asociacion proteica con las membranas y por ende sobre la
dinamica de fusion de éstas.

La morfologia de la mitocondria también depende de la recuperacion de proteinas presentes
en membranas enriquecidas en elementos de la maquinaria de fusion/fision que se hallan en
membranas del reticulo endoplasmatico (RE) asociado a mitocondria (MAM) (Friedman, J. R. et
al. 2011). Cuando se sobreexpresa aSin, se modula la interaccion mitocondria-MAM, lo que
afecta la transferencia de calcio desde el RE hacia la mitocondria en lineas celulares (Cali, T.,
Ottolini, et al. 2012; Paillusson, S. et al. 2017). Mutaciones patogénicas de aSin, que promueven
su localizacion en las MAM reducen la interaccion mitocondria-RE e inducen la fragmentacion

mitocondrial (Guardia-Laguarta, C. et al. 2014).
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La presencia de aSin en terminales y vesiculas sinapticas también puede ser explicada por
su asociacion con la MAM, ya que las vesiculas sinapticas son balsas de lipidos (rafts) (Lv et al.,
2008) y las conexiones entre el RE y la mitocondria junto a marcadores especificos de la MAM
(McNulty 1980, Mavlyutov et al., 2012) han sido encontrados en yuxtaposicién con membranas
sinapticas. Este trafico es altamente probable que se dé via MAM, ya que la mayor cantidad de
componentes de la maquinaria de transporte de calcio (por ¢j, receptores IP3 y receptor 6-1) entre
estas organelas se localizan en la MAM (Hayashi et al., 2009). La relacion entre la aSin y la MAM
es perturbada en situaciones patogénicas, tanto A30P como A53T se asocian en menor medida a
la MAM, pero por dos razones diferentes, en el caso de A30P, la menor localizacion se da porque
la mutacion disrumpe la interaccion de aSin con las balsas de lipidos (Fortin et al., 2004). Sin
embargo, la distribucion celular de A53T entre el citosol y la MAM es similar al observado para
la version WT de aSin, y la mutacion per se, no presenta deficiencias en su asociacion a
membranas. EI motivo mas plausible para justificar la menor presencia de la mutacion A53T en
las MAM puede deberse a que la diferencia de carga introducida por la mutacion en las repeticiones
KTKEGYV de las a-hélices de la proteina, podrian dar lugar a una mayor desestabilizacién de la
forma soluble de aSin y favorecer su agregacion al comparar con la mutacion WT (Guardia-

Laguarta, C. et al. 2014)

4.5 Expresion de oSin dirigida a mitocondria.

La asociacion de aSin con la membrana externa mitocondrial ha sido descripta en neuronas
murinas (Li, W.-W. et al, 2007). Dicha asociacion parece estar incrementada en condiciones
experimentales que inducen caidas del pH intracelular en lineas celulares sobre-expresando aSin
y variantes. (Cole, N. B et al, 2008). Para determinar si la interaccion especifica de aSin con la
mitocondria es responsable de la fragmentacion mitocondrial, se utilizé un sistema de dimerizacion
dependiente de la presencia de un analogo de la rapamicina, rapalog, capaz de dirigir las diferentes
variantes de aSin a la membrana externa mitocondrial (MEM). Este sistema experimental fue
disefiado de manera tal que el dominio N-terminal de la proteina quedara libre para permitir asi su
interaccion con la MEM. De manera interesante la asociacion de aSin WT y aSin A53T ala MEM
resulté en un aumento del fenotipo de fragmentacion mitocondrial y este efecto fue dependiente
de la dosis de Rapalog utilizada. Dicho impacto sobre la fragmentacion de la organela fue mas

pronunciado que el debido Unicamente a la sobreexpresion ubicua de las variantes de aSin en el
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medio citoplasmatico (sobreexpresion en ausencia de Rapalog). En contraste con estos resultados,
la mutacion A30P no alteré el tamafio mitocondrial, incluso en un medio con alta dosis de Rapalog.
Estos resultados son consistentes con reportes previos, que demostraron la incapacidad de esta
variante para inducir fragmentacion mitocondrial e impactar sobre la homeostasis mitocondrial,
pero si la capacidad de disminuir la fusion de micelas in vitro (Kamp, F. et al, 2010; Auluck, P.
K., Caraveo, G. & Lindquist, 2010).

Al sobre-expresar aSin, la asociacion de la proteina a la MEM por asociacion directa o
mediada por una interaccion proteina/proteina podria llevar a una disminucion en la tasa de fusion
(Kamp, F. et al, 2010). Consecuentemente la fragmentacion mitocondrial es favorecida, llevando
en algunos casos a la mitofagia (Choubey, V. et al, 2011; Itoh, K., Nakamura, K., lijima, M. &
Sesaki,2013). Tomando en cuenta los resultados obtenidos, estos sugieren que el efecto de aSin
sobre la fragmentacion mitocondrial depende de una asociacion directa de la proteina con la

mitocondria.

4.6 El dominio N-terminal de aSin es clave en la interaccion con la membrana
mitocondrial.

El dominio N-terminal de aSin ha sido implicado en el control de la fragmentacion
mitocondrial (Nakamura, K. et al. 2011; Robotta, M. et al. 2014). Para comprobar que el dominio
N-terminal de aSin es responsable de su interaccion con membranas, siendo clave en la regulacion
de la morfologia mitocondrial, se realiz6 un experimento de edicién gendmica mediada por
CRISPR/Cas9 sobre el exon 2 del gen de aSin, SNCA en células pluripotentes inducidas humanas.
Por recombinacion no homologa de los extremos (NHEJ) se obtuvo un clon con sus dos alelos
editados en heterocigosis (MS06), uno de ellos presenté un cambio en el marco de lectura dando
lugar a un coddn stop prematuro, y el otro una insercién entre los dominios a-hélice que aumentd
la distancia del péptido linker entre dichos dominios. Esto repercutié en cambios en la morfologia
mitocondrial, favoreciendo la elongacion y ramificacion de estas organelas en las proyecciones
axonales de las neuronas derivadas a partir de MS06. Dichos cambios no correlacionaron con
modificaciones en los niveles de proteinas asociadas a eventos de fusién/fisién como la mitofusina
1 o la proteina relacionada con la dinamina 1 respectivamente, sin embargo se deberia continuar
investigando el efecto de la sobreexpresion aSin sobre la actividad de las mitofusinas 1y 2 y DRP1

y la GTPasa mitocondrial dynamina like 1 (OPAL) para terminar de caracterizar la interaccion
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entre aSin y dichos efectores de la biodinamica mitocondrial. Es importante el resaltar que el
fenotipo de fragmentacion fue rescatado por la transfeccion y sobreexpresion de aSin y aSin A53T
en estas células editada. Apoyando la nocién de que el rol fisiologico de aSin en la regulacion de
la dindmica mitocondrial depende en gran medida del dominio N-terminal de interaccion con

membrana.

4.7 Perspectivas Futuras:

Tanto el Laboratorio de Investigaciones Aplicadas a la Neurociencia (LIAN-FLENTI), asi
como el Laboratorio de Transporte Axonal y Enfermedades Neurodegenerativas (IBCN-UBA),
continuaran sus lineas de estudio utilizando como plataforma de cultivo a las células
pluripotenciales humanas y derivados neuroectodérmicos con el objetivo de profundizar el estudio
de enfermedades neurodegenerativas. En el caso de las a- sinucleinopatias, los proximos pasos a
seguir estarian centrados en la obtencidn de lineas proliferantes estables sobre-expresando aSin, y
la caracterizacion de los flujos de Ca?" y el impacto de dicha sobre-expresion en la regulacion de
dicho catién en las células tratadas. Asimismo, se utilizara aSin recombinante soluble para poder
estudiar el efecto contagio y las dinamicas de agregacion en un contexto de cultivo controlado.
Cabe agregar que esta plataforma de cultivo donde pueden utilizarse neuronas derivadas a partir
de celulas pluripotentes de lineas embrionarias, o de células de pacientes reprogramadas (por
ejemplo: sangre periférica o fibroblastos dérmicos) también puede ser empleada para el modelado
y estudio de otras proteinopatias tales como la enfermedad de Alzheimer donde se observan
depositos del péptido B-amiloide, cambiando el foco de aSin por el péptido B-amiloide.

Los alcances de estas células como modelo de estudio de patologias del sistema nervioso
central, y plataforma de prueba para farmacos, recién esta comenzando a ser explorada y todavia

ofrece muchas promesas hacia el futuro.
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La disfuncion mitocondrial es reconocida desde hace tiempo como un posible factor
causante de la enfermedad de Parkinson (Schapira et al, 2008). Varios genes asociados con la EP
convergen en la mitocondria como un factor etioldgico crucial en la iniciacion y el desarrollo
temprano de la enfermedad. PINK1, Parkina, y DJ-1 interactian dentro de vias de sefializacion
similares que regulan la mitofagia, el transporte y la dindmica de la mitocondria (Krebiehl, G. et
al. 2010; Ziviani, E., etal. 2010; Yang, Y. et al. 2008). LRRK y VPS35, son proteinas involucradas
con la regulacién de la morfologia mitocondrial mediante la interaccion con la proteina de fision
DRP1, que lleva a un aumento en la actividad de DRP1 y por consiguiente en la tasa de fision de
la organela (Tang, F.-L. et al. 2015; Su, Y.-C. & Qi, X.2013).

Sin embargo, los mecanismos que subyacen al inicio y progreso de esta enfermedad
neurodegenerativa todavia plantean multiples incognitas. Esto esta dado en gran parte por la falta
de modelos experimentales que permitan representar de manera exacta a un sistema tan complejo
como lo es el sistema nervioso central humano.

Con esa premisa en mente, se decidié desarrollar una plataforma de cultivo capaz de
generar neuronas humanas derivadas de células pluripotentes como una opcion para el estudio “in
vitro” de esta patologia. Enfocando al analisis sobre ¢l rol de la proteina aSin, una proteina ubicua
en el SNC, que forma agregados fibrilares a juzgar por los resultados obtenidos en autopsias de
cerebros de pacientes de Parkinson y Demencia de Lewis; es capaz de servir como vector de
contagio de tipo prionico entre células nerviosas y ademas ha demostrado disrumpir la funcion
mitocondrial fisiologica en caso de sobreexpresion. En el presente trabajo, utilizando un modelo

neuronal humano, hemos provisto evidencia novedosa que apoya las siguientes conclusiones:

(i) Las variantes de secuencia WT, A30P y A53Tde aSin presentaron un efecto diferencial sobre
el transporte y morfologia mitocondrial en neuronas humanas. Estos efectos estan asociados, por
un lado, a las mutaciones presentes en las variantes estudiadas, y por otro a los niveles de expresion

y localizacion de la proteina dentro del citoplasma respecto a la mitocondria.

(i1) La fragmentacion mitocondrial dependiente de aSin requiere de una interaccion directa entre

la proteina y/o agregados de la misma con la membrana externa mitocondrial.
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(iii) La disrupcién del dominio N-terminal de aSin induce cambios en la morfologia mitocondrial,
lo que soporta un rol fisioldgico de la proteina mediado por dicho dominio en la regulacion del

tamafio mitocondrial.

(iv) Este mecanismo no esta restringido solo a un modelo de neuronas derivadas de células
pluripotentes humanas, ya que también fue observado en progenitores neurales , en cultivos

primarios de neuronas hipocampales murinas y en la linea de neuroblastoma humano SHSY5Y.

A pesar de las dificultades operativas en la manipulacion de las células pluripotentes con
la caja de herramientas de biologia molecular clasica, dia a dia se desarrollan nuevas estrategias y
productos para mejorar el cultivo de alto rendimiento y lograr la potencialidad de implementacion
de estos tipos celulares tanto a nivel de ciencia basica como en clinica .

Los hallazgos presentados en este estudio proveen mayor evidencia para sugerir un rol
fisiologico de aSin en el control del transporte y morfologia mitocondrial axonal en neuronas
derivadas de células pluripotentes humanas. Los efectos de aSin a su vez pueden modularse por
mutacion o dosis génica. El rol fisiologico y patologico de aSin en la homeostasis mitocondrial
axonal evidenciado, aporta al objetivo de un camino etiolégico comun subyacente a la patologia
de la EP, que en ultima instancia es fundamental para el entendimiento de las enfermedades
neurodegenerativas y es una herramienta muy Util para el disefio de estrategias terapéuticas y/o

preventivas para el tratamiento de las mismas.
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