TITULO: Caracterizacion estructural vy morfolégica de protofibras de una enzima

glucolitica con actividad neuroprotectora v su implicancia en la enfermedad de

Parkinson

OBJETIVOS

Gliceraladehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una clasica enzima glicolitica,
ubicuamente expresada en las células de todos los organismos vivos, que actualmente es
clasificada como “moonlighting protein” ya que es capaz de desempenar diferentes
funciones dependiendo de su estado de oligomerizacion y de su localizacion celular [1-3].
En efecto, GAPDH posee localizacion intracitoplasmatica, nuclear y extracelular y fue
involucrada en numerosas funciones no relacionadas a la produccién de energia celular
tales como apoptosis, regulacion de la expresién génica, interaccion célula-célula y/o
célula/matriz extracelular, transcripcion del DNA y trastornos neurodegenerativos entre otros
[4]. Recientemente, GAPDH ha sido relacionada a la etiopatogenia de diferentes trastornos
neurodegenerativos y entre ellos a la enfermedad de Parkinson. Esta patologia de
importante incidencia poblacional es causada por la muerte de neuronas dopaminérgicas en
una regién especifica del cerebro denominada sustancia nigra. Histopatolégicamente se
caracteriza por la presencia de inclusiones citoplamaticas denominadas cuerpos de Lewy
(LB) formadas por agregados amiloideos de la proteina alfa-sinucleina (AS) aunque también
se encontr6 GAPDH vy glicosaminoglicanos. La causa de la muerte de las neuronas
dopaminérgicas es discutida, sin embargo, actualmente se acepta que los oligbmeros pre-
amiloideos de AS serian los principales agentes citotéxicos.

La presencia de agregados fibrilares de GAPDH acompafiando a AS en los LB aislados
de biopsias de pacientes con la enfermedad de Parkinson llevé a nuestro grupo de trabajo a
estudiar la agregacion amiloide de esta proteina y su interaccion con AS. Usando diferentes
técnicas biofisicas, logramos demostrar que GAPDH es capaz de formar agregados
amiloides en condiciones fisiolégicas de temperatura y pH luego de interaccionar con
membranas acidicas o con ciertos glicosaminoglicanos [5-7]. Mas aun, pudimos probar que
especies pre-amiloideas de GAPDH son capaces de promover la remocion de especies
toxicas de AS, catalizando su conversion en especies fibrilares de menor toxicidad [7].
Nuestra hipétesis de trabajo se basa en que intermediarios pre-amiloideos tempranos de
GAPDH poseen caracteristicas morfolégicas y estructurales adecuadas para interaccionar
con oligbmeros toxicos de AS y favorecer su polimerizacion. En este proyecto nos
proponemos identificar y caracterizar oligébmeros de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
capaces de interaccionar con especies neurotoxicas de alfa-sinucleina mediante

espectroscopias y microscopias avanzadas. Los resultados que se obtengan podran



representar una nueva estrategia para futuros desarrollos farmacoldgicos a partir de una

enzima glicolitica clasica.

INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo causado por la
muerte de neuronas dopaminérgicas en una region especifica del cerebro denominada
sustancia nigra. Histopatol6gicamente se caracteriza por la presencia de inclusiones
citoplasméticas denominadas cuerpos de Lewy (LB), formadas por agregados amiloideos de
proteinas cuyo principal componente es una proteina denominada alfa-synucleina (AS), en
las neuronas sobrevivientes. Agregados fibrilares de tipo amiloideos de GAPDH fueron
encontrados acompafando a AS en cuerpos de Lewy aislados de biopsias de pacientes con
EP. La causa de la muerte de las neuronas dopaminérgicas es discutida, sin embargo,
actualmente se acepta que los oligbmeros pre-amiloideos de AS serian los principales
agentes citotoxicos. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) es una clasica
enzima glicolitica, ubicuamente expresada en las células de todos los organismos vivos, que
actualmente es clasificada como “moonlighting protein” ya que es capaz de desempenar
diferentes funciones dependiendo de su estado de oligomerizacién y de su localizacion
celular [1-3]. En efecto, numerosas evidencias experimentales demostraron que GAPDH
esté involucrada en una variedad de funciones celulares no relacionadas con la glicélisis [3].
Entre estas funciones podemos citar la activaciéon de la transcripcion [8], fusién de
membranas [9], oligomerizacion de microtubulos [10] y apoptosis [11], y desOrdenes
neurolégicos, entre otras [4]. La relacion de GAPDH con enfermedades neurodegenerativas
ha sido sugerida recientemente a partir de diferentes evidencias experimentales, ya que: i)
la enzima co-localiza con el péptido AB en la placa senil de la Enfermedad de Alzheimer [12,
13], con AS en los LB de la enfermedad de Parkinson [11], y con la proteina pridnica en la
Enfermedad de Creutzfeld-Jacobs [14]; ii) La sobre-expresién de AS en células COS-7 no
fue capaz de formar estos agregados intra-citoplasmaticos, en cambio, luego de la sobre-
expresion conjunta de AS y GAPDH, la formacién de inclusiones citoplasmaticas similares a
los caracteristicos cuerpos de Lewy (LB) fue evidenciada [15]; iii) drogas frecuentemente
utiizadas en el tratamiento de la EP como rosagilina, interaccionan y afectan la
funcionalidad de GAPDH [16, 17]; iv) nuestro grupo de trabajo fue capaz de demostrar que
poblaciones heterogéneas de agregados pre-fibrilares de GAPDH disminuyen el lag de

agregacion de AS [7].



METODOLOGIA

Los experimentos estan orientados a identificar y caracterizar oligobmeros de

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa capaces de interaccionar con especies neurotoxicas
de alfa-sinucleina. Se propone:

1- Disefiar protocolos experimentales que permitan obtener diferentes poblaciones
homogéneas de especies oligoméricas pre-fibrilares de GAPDH humana a partir de la
interaccion de la enzima con glicosaminoglicanos o membranas acidicas.

2- Estabilizar las especies formadas mediante entrecruzamiento cruzado (“cross-linking”)
utilizando diferentes protocolos.

3- Purificar poblaciones homogéneas de especies pre-fibrilares de GAPDH capaces de
secuestrar especies toxicas de AS.

4- Caracterizar y comparar las especies prefibrilares obtenidas en el apartado anterior
mediante microscopia electrénica de transmisién y de barrido en distintas condiciones.
Andlisis de las distintas muestras mediante microscopia de fuerza atdmica y espectroscopia
de fuerza (AFM/FS).

5- Identificar determinantes morfolégicos y/o estructurales de especies pre-fibrilares de

GAPDH necesarios para interaccionar y neutralizar especies toxicas de AS.

Expresidon v purificacién de AS nativa: se llevara a cabo siguiendo el protocolo descripto

por Cookson et al. [18]. Brevemente, las proteinas se expresaran en E. coli (BL21) usando
el plasmido pT7-7 que contiene el gen codificante de la proteina. La purificacién se realizara
mediante: precipitacion de otras proteinas por calentamiento, precipitacion selectiva con
(NH,4),S0O, y cromatografia de intercambio anidnico. La pureza de la proteina se comprobara
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). La soluciéon de AS
se preparara en buffer HEPES 20 mM, 150 mM de NaCl, pH 7,4. La muestra se filtrara y
centrifugara 30 minutos a 12000 g para remover pequefios agregados preformados. La
concentracion de AS se determinara usando un coeficiente de extincion molar de 5600 M™
cm™ [19].

Expresion_y purificacion _de GAPDH: se transformara E. coli Rosetta con el plasmido

HsGAPDH-pET14b, que contiene la secuencia completa de GAPDH humana con 6
histidinas en el extremo N-terminal. Este vector fue provisto por el Dr. John Tanner
(Department of Chemistry and Biochemistry, University of Missouri-Columbia, USA). Se
inducird con IPTG durante 2 horas. GAPDH humana se purificara por afinidad en columnas
de Ni-NTA (Qiagen) del sobrenadante obtenido. El péptido N-terminal conteniendo 6
histidinas sera eliminado por incubacion con trombina y finalmente se purificara GAPDH
con columna de intercambio aniénico MonoQ acoplada a sistema AKTA (GE Healthcare Life

Sciences).



Preparacion_de los diferentes GAPDH-oli: los agregados fibrilares y pre-fibrilares se

preparardn mediante la incubacién a 37°C de una solucion de GAPDH en presencia de: a)
una suspension de vesiculas unilamelares pequefias de fosfatidilcolina: &cido fosfatidico
(PC:PA) (9:1) o b) de Heparina. En ambos casos se tomaran alicuotas a diferentes tiempos
y se mantendran a -20°C para su posterior analisis.

Estabilizacion de los oligbmeros formados: se utlizaran fundamentalmente tres

protocolos de entrecruzamiento:

a) entrecruzamiento fotoinducido de lisozima y sinucleina hemos logrado obtener oligémeros
estables unidos covalentemente por puentes di-tirosinas, lo que permite aislar y purificar
los diferentes tipos de oligébmeros. El método se basa en la excitacion con un LED azul del
complejo metalico rutenio(ll) trisbipiridina [Ru(bpy)s*‘] usando persulfato de amonio (APS)
como aceptor de electrones [20]. Las muestras seran analizadas por geles de poliacrilamida
en condiciones nativas y desnaturalizantes. Luego se procede a la purificacién de la mezcla
reaccionante mediante técnicas de cromatografia de exclusion o de intercambio i6nico (ver
abajo).

b) entrecruzamiento mediante glutaraldehido: el glutaraldehido (GA) es probablemente el
compuesto mas ampliamente utilizado para inmovilizar proteinas. Este proceso consiste en
el bloqueo de los grupos g-amino de la lisina residual en proteinas, a través de la formaciéon
de un enlace imino, conocido como base de Schiff. El aporte del GA como un agente de
entrecruzamiento es, en parte, debido a su caracter hidrofébico e hidrofilico, lo cual le
permite penetrar rapidamente tanto en un medio acuoso como en la membrana celular.

c) entrecruzamiento mediante dimetil suberimidato (DMS) o disuccinimidil suberato (DSS): el
DMS o DSS se une a grupos aminos primarios de K y al N-terminal. Consiste en hacer
reaccionar el agente (en distintas concentraciones) con una solucién de la proteina en
buffer fosfato. Una solucion fresca de DSS en dimetilsulfoxido se adiciona a la muestra de
agregados fibrilares, ésta mezcla se incuba durante 1 hora en continua agitacion y la
reaccion se detiene adicionando exceso de Tris. Luego las muestras seran liofilizadas y
analizadas mediante SDS-PAGE.

Purificacién y caracterizacién estructural de los agregados formados:

Purificacién de los agregados de GAPDH: los oligdbmeros seran detectados tanto por
absorcion y/o fluorescencia caracteristica del dimero Tyr (diTyr) como por dispersion de luz.
Una vez removida por ultrafiltracion la mezcla Ru(bpy)s* /APS.
Las especies pre-fibrilares de GAPDH se aislardn mediante:
- Cromatografia de exclusion molecular utilizando una columna Superdex 200 HR
10/300 o por columnas de intercambio i6nico MonoQ o MonoS acopladas a un
sistema de FPLC. El grado de agregacion se verificara en geles de poliacrilamida en

condiciones nativas y desnaturalizantes (SDS-PAGE).



- Electroforesis en gradiente seguida de electroelusion: luego de la separacion
electroforética de las proteinas por su peso molecular y carga, ésta deben
transferirse desde el gel de electroforesis al buffer de trabajo. Para esto se realiza
una electroelusion o transferencia electroforética. Este método se basa en la
movilidad electroforética de las protofibras desde el gel hasta el buffer e implica
poner en contacto directo el gel de poliacrilamida con el buffer entre dos electrodos
sumergidos en una solucion conductora. Cuando se aplica un campo eléctrico, los
agregados pre-fibrilares migran fuera del gel hacia el buffer donde quedaran
retenidos.

- Ultrafiltracién: la ultrafiltracion es un tipo de filtracion por membranas mediante la
cual los agregados pre-fibrilares seran retenidos en la membrana mientras que el
agua Y los solutos de bajo peso molecular atraviesan la misma.

b) Caracterizacién estructural de los oligdbmeros mediante espectroscopia de
infrarrojo: las muestras seran montadas en ventanas de CaF, con espaciadores de 100
mm en una celda termostatizada desmontable para muestras liquidas (Harrick Cientifico,
Ossining, Nueva York). Los espectros seran registrados en un espectrofotbmetro de
infrarrojo Nicolet 5700 equipado con un detector DTGS (Thermo Nicolet, Madison, WI) con
purga de aire seco. La substraccion de solvente, deconvolucion, determinacién de la
posicion de banda y el ajuste de la banda amida | original seran realizados como describe
Dobson [21].

c) Caracterizacién estructural de los oligébmeros por microscopias y espectroscopias:
el grupo de trabajo tiene experiencia en el uso de microscopias y espectroscopias, las cuales
se utilizaran para evaluar las distintas muestras. En primer lugar se prepararan las muestras
para microscropia electrénica de transmision y de barrido. A partir de los resultados se usara
AFM/FS (equipado con control de temperatura y sistema de microinyeccién controlada de
soluciones) para caracterizar la morfologia y estructura de los distintos oligémeros, asi como
las propiedades mecanicas de los mismos mediante espectroscopia de fuerza. La evaluacion
de la interaccién de los oligdbmeros con células vivas se hara utilizando microscopia confocal
de fluorescencia multimensional utilizando la expresién de sondas codificadas genéticamente
que nos permitira monitorear la localizacion molecular, la interaccion entre proteinas de
interés, y la generacion de sefiales intracelulares en respuesta a la presencia de las especies
oligoméricas de GAPDH y la proteina AS. Esta estrategia nos permitira correlacionar esta
informacion e integrarla con la respuesta de la célula. También emplearemos AFM para
seguir en el tiempo los cambios en la morfologia y propiedades mecanicas de las células en
respuesta a la accion de los oligobmeros de GAPDH en presencia y en ausencia de la

proteina alfa-sinucleina.
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