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1. Resumen

Pocos diagndsticos en la medicina moderna resultan mds desalentadores que el de
enfermedad de Alzheimer (EA). Esta patologia se caracteriza, a nivel histopatoldgico, por
la presencia de placas extracelulares de amiloide B (AB) y acumulos intracelulares de la
proteina tau anormalmente fosforilada conocidos como ovillos neurofibrilares. La relacién
entre el AB y la EA se sustenta en una larga serie de evidencias genéticas, patoldgicas,
clinicas y moleculares. Sin embargo, el mecanismo fisiopatolégico por el cual AP
contribuye al desarrollo de la EA es ain materia de debate. El AR se genera a partir de la
proteina precursora del AB (APP). Esta proteina es clivada por la proteasa BACE 1 vy
posteriormente por una ‘Y-secretasa, siendo el primer clivaje el paso critico del
procesamiento de APP.

Numerosos reportes proponen que tanto APP como BACE 1 son inicialmente dirigidas a la
membrana plasmatica y luego son internalizadas hacia el sistema endosomal en donde
interactuarian iniciando el procesamiento amiloidogénico de APP. Sin embargo, también
existen reportes que muestran que el corte amiloidogénico de APP se daria en vesiculas
derivadas del aparato Golgi con lo cual se desprende que el sitio subcelular de
amiloidogénesis no esta ciertamente determinado. Adicionalmente, también se
desconoce cudl es el estimulo fisiolégico/patolégico que lleva a que APP y BACE 1
converjan iniciando la via amiloidogénica. Basados en cierta evidencia bioquimica que
muestra que el AB es capaz de inducir su propia secrecién a través de un mecanismo de
retroalimentacion positiva, nos propusimos dilucidar si este fenédmeno implica un cambio
en la distribucién subcelular de APP y/o BACE1. En el presente trabajo de tesina de grado
utilizaremos lineas celulares para expresar tales proteinas fusionadas a un reportero
fluorescente con el fin de caracterizar su distribucién subcelular y evaluar si su ubicacién y
convergencia, es modulada por la presencia del AB. Los datos obtenidos en este sistema
experimental, nos permitirdn plantear las bases metodolégicas para realizar este estudio
en un sistema mas adecuado, pero mucho mas complejo como lo es el cultivo hipocampal
primario.

Encontramos que en cultivos de lineas celulares tratados con A, aumenta la convergencia
de APP y BACE 1, y la producciéon de CTFs (fragmentos c-terminales) con respecto a los
cultivos control. Ademas, los resultados obtenidos hasta aqui nos permiten especular que
la convergencia basal de tales proteinas ocurre tanto en endosomas de reciclaje como en
vesiculas derivadas de Golgi. Sin embargo, el tratamiento con AR induciria un incremento
en el encuentro entre APP y BACE 1, selectivamente en vesiculas derivadas de Golgi.

Esclarecer aspectos relacionados a la amilodogénesis, y como esta puede ser modulada
por cambios en la distribucidn de las proteinas implicadas en tal proceso (APP y BACE 1),
seria de gran relevancia para entender el fendmeno de deposicion de AB y por ende la
progresion de la EA.

PALABRAS CLAVES: AB, APP, BACE 1, amiloidogénesis, TGN, endosoma de reciclaje.



2. Abstract

The physiopathological mechanism by which amyloid beta (AB) contributes to the
development of Alzheimer disease (AD) is still under discussion. AB is a metabolic product
of amyloid-B precursor protein (APP). When APP is cleaved by B-secretase (also called
BACE 1) and y-secretase, AB is released. Several reports suggest that APP and BACE-1 are
internalized from the cell membrane, however, the cell compartment where this two
protein interact remains elusive. Furthermore, the physiological or pathological stimulus
that triggers APP and BACE 1 convergence is unknown. In this work, we found that
treatment with A increases the percentage of convergence of APP and BACE-1 and the
concomitant production of CTFs in cell lines. Besides, these two proteins would interact in
Golgi-derived vesicles with AP stimulus. Elucidate the APP-BACE 1 subcellular distribution
and modulation will be relevant to clarify how AP is aggregated and deposited in order to
understand the emergence and progression of AD.



3. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) estd considerada como la principal causa de demencia 'y
es la cuarta causa de muerte en paises desarrollados. Esta patologia es la quinta afeccion
gue mas amenaza a los argentinos, después de las enfermedades infecciosas, el cancer, la
diabetes y las deficiencias en la alimentacidn.

Se define como un padecimiento neurodegenerativo que se caracteriza por un deterioro
progresivo de las funciones cerebrales superiores. Si bien numerosos centros de
investigacion alrededor del mundo se dedican a investigar el origen y mecanismos
involucrados en esta patologia, la causa de la EA aun no ha sido clarificada.

Los primeros sintomas que se manifiestan en la EA son casi imperceptibles y se evidencian
como pérdida de memoria a corto plazo. Generalmente el paciente mantiene su
autonomia y pocas veces requiere ayuda adicional. A medida que la enfermedad progresa,
los pacientes desarrollan afecciones como desorientacion espacio-temporal e
imposibilidad de realizar tareas cotidianas. En este punto, la gran mayoria requiere de un
cuidador para desenvolverse diariamente. En estadios avanzados, los enfermos
experimentan pérdida total de memoria, alteraciones del estado de animo y cambios
conductuales, problemas del lenguaje y trastornos cognitivos. Finalmente, durante la
etapa terminal, se observa demencia y atrofia muscular, condenando a la persona a
permanecer en reposo e incapacitada de alimentarse por si misma (Yaari and Corey-
Bloom, 2007).

Numerosos estudios realizados postmortem y en vivo mediante resonancia magnética
nuclear han demostrado que, a nivel macroscdpico, los cerebros de las personas con EA
poseen dilataciones de los ventriculos cerebrales laterales, disminucion del volumen
cerebral y atrofia en estructuras como el hipocampo, el I6bulo temporal medial y zonas de
la neocorteza (Braak and Braak, 1991; Scahill et al, 2002).

En 1907, el Dr. Alois Alzheimer describié las dos estructuras histopatolégicas
caracteristicas de esta enfermedad: los ovillos neurofibrilares (ON) y las placas seniles
(PS). La primera lesion, el ovillo neurofibrilar, estd formada de filamentos helicoidales
intracelulares de la proteina tau hiperfosforilada (Kidd, 1963; Brion et al., 1985). La
segunda lesién, llamada placa senil o neuritica, consiste en un depdsito extracelular del
péptido amiloide beta (AB). (Figuras 1y 2).



Figura 1: Dibujos del Dr. Alois Alzheimer mostrando los cambios patoldgicos que observé en el cerebro de
uno de sus pacientes. En la ilustracion izquierda se muestran una placa senil y en la derecha se visualiza un
ovillo neurofibrilar.

Figura 2: Histopatologia de la EA. Microfotografia que muestra una seccién de un cerebro afectado por EA
tefiido con la técnica de Bielschowsky. Se muestra una placa senil (puntas de flecha) y ovillos neurofibrilares
(flechas).

Existe un patrén de distribucién temporal de las lesiones histopatoldgicas caracteristicas
en la EA. Durante los primeros estadios de la enfermedad, los ON estan confinados a una
pequefia zona de la region trans-entorrinal (zona de transicion localizada entre la regién
entorrinal y la neocorteza temporal adyacente). Posteriormente, numerosas estructuras
limbicas como el hipocampo, la amigdala y el tdlamo se ven también afectadas.
Finalmente, los ON se esparcen por todas las areas de la neocorteza. Con respecto a las
PS, en etapas iniciales, éstas se encuentran en las porciones basales de la neocorteza. Con
la progresion de la enfermedad, las placas neuriticas se extienden a todas las areas de
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asociacion de la neocorteza (en este punto el hipocampo se encuentra medianamente
afectado). En estadios avanzados, las PS se encuentran en practicamente todo el
neocértex del paciente, hipocampo, cerebelo y areas subcorticales (Arnold et al., 1991;
Braak and Braak, 1991; Thal et al., 2002).

En 1984, el péptido AB fue identificado como el péptido constituyente de las PS (Glenner y
Wong, 1984). Posteriormente se descubri6 que el AB comprendia un segmento
minoritario de una proteina de mayor tamano (Kang et al., 1987), la cual fue nombrada
como Proteina Precursora de Amiloide Beta (APP, del inglés Amyloid Precursor Protein).
APP es una proteina transmembrana de tipo |, constituida por un extenso dominio
extracelular, un Unico dominio transmembrana y un dominio intracelular. La secuencia del
AB comprende los 28 aminoacidos de su dominio extracelular yuxtamembrana y, entre 12
0 14 residuos de su dominio transmembrana (Figura 3).

El péptido AB es generado por un procesamiento proteolitico a partir de APP, y dicho
proceso ocurre durante el metabolismo celular normal (Haass et al., 1992). Se han
identificado dos vias proteoliticas principales para APP: la ruta o via amiloidogénica, la
cual conlleva a la produccién de AB; y la ruta no amiloidogénica, donde el péptido
amiloide no es generado. En la primera via mencionada, la proteina APP es clivada
secuencialmente por dos enzimas, una B- y una y-secretasa (Haass, 2004; Vassar et al.,
1999). La actividad de la enzima B-secretasa o BACE 1 (beta-site APP cleaving enzyme 1)
sobre el dominio extracelular genera un fragmento soluble denominado sAPPB y un
fragmento que permanece anclado a la membrana denominado C99 o BAPP CTF (CTF, C-
terminal fragments). El fragmento C99 es posteriormente escindido por la y-secretasa,
dando origen al AB, el cual es liberado al medio extracelular, y a un pequeio péptido
intracelular llamado AICD (Figura 3). Se sabe que sélo una fraccion minoritaria de APP es
procesada por la ruta amiloidogénica, y que la mayoria del pool de esta proteina es
procesada a través de la ruta no amiloidogénica. En esta ultima, APP es clivada en la zona
intermedia de la regién que comprende al AR por una a-secretasa. Como producto de la
actividad de esta enzima se forma un fragmento soluble denominado sAPPa y un
fragmento llamado C83 o aAPP CTF. Este Ultimo es sustrato de la y-secretasa, generando
el péptido p3 y el fragmento AICD (Figura 3).



Non-amyloidogenic Amyloidogenic

sAPPo sAPPp

Figura 3: Procesamiento proteolitico de APP. APP es una proteina transmembrana metabolizada por dos
rutas alternativas: la via no amiloidogénica (izquierda) y la via amiloidogénica (derecha). AR es generado
luego del clivaje secuencial de APP por una B-y una y-secretasa (Adaptado de Bignante et al., 2013).

Es ampliamente aceptado por la comunidad cientifica el hecho de que el péptido AB y sus
distintas formas agregadas serian los desencadenantes de los procesos patolégicos de la
EA (Selkoe, 1999), en lo que ha sido llamado “Hipdtesis de la cascada del AB” (Hardy y
Selkoe, 2002). Esta hipdtesis propone que numerosos factores genéticos (mutaciones en
APP, trisomia del cromosoma 21, etc.) y/o ambientales alterarian el normal metabolismo
de APP, favoreciendo la agregacidon y deposicién de AB. Esto, a su vez, favoreceria la
formacién de los ON, y en ultima medida finalmente, la disfuncién y muerte neuronal
(Figura 4).

I Factores genéticos y ambientales I

I Metabolismo alterado de APP I

Agregacién de Ap

I Formacién de depésitos de Ap I

|

I Formacién de ovillos neurofibrilares I

I Disfuncién y muerte neuronal I

Demencia

Figura 4: Hipdtesis de la casaca del amiloide. Secuencia simplificada de los eventos patogénicos de la EA.




Si bien la hipdtesis de la cascada del AB recibe aceptacion de gran parte de la comunidad
cientifica, los mecanismos por el cual el péptido AB desencadena y sustenta el proceso
neurodegenerativo contindan siendo motivo de debate.

Numerosos estudios utilizando modelos celulares y animales ponen en evidencia la
importancia del clivaje de APP por BACE1, como paso inicial en la sintesis del AB, en la
etiologia de la enfermedad.

En la década de los 90 se generd un modelo murino llamado Tg2576, que sobreexpresa
APP humano con una doble mutacion, caracteristica de la forma sueca de la EA. Los
ratones mutantes presentaban un incremento de 5 veces en la secrecion de AB, y a la
edad de 9-11 meses desarrollaban placas seniles en dreas cerebrales tipicamente
afectadas por la EA (Hsiao, 1996). En el ano 2001, por otra parte, se generd un ratdn
knock-out para BACE 1 y se observd que estos ratones carecian de depdsitos de A,
incluso cuando eran cruzados con ratones Tg2576 que sobreexpresaban APP (Luo et al.,
2001). M3s aun, la sobreexpresion de BACE 1 en ratones que sobreexpresan APP con la
doble mutacién sueca acelera la produccién y deposicion de AR (Mohajeri et al., 2004).

BACE 1 es una aspartil proteasa transmembrana de tipo | (Hong et al., 2000; Yan et al.,
1999) sintetizada y modificada post/co-transcripcionalmente mediante N-glicosilacion,
formacién de puentes disulfuro y palmitoilacién en el reticulo endopldsmico (Benjannet et
al., 2001; Capell, A. et al., 2000), y procesada por furina y otras proteasas en el aparato de
Golgi (Capell, A. et al., 2000; Creemers et al., 2001). BACE 1 puede ser re-internalizada
desde la membrana plasmatica en endosomas tempranos, enviada al trans-Golgi para su
reciclaje (Walter et al., 2001), y luego exportada nuevamente a la superficie celular. Este
proceso depende de un motivo dileucina localizado en el dominio citoplasmatico de la
enzima (Huse et al., 2000; Pastorino et al., 2002).

Investigaciones sobre la bioquimica y modulacién de BACE 1 serian vitales para
comprender la dindmica, ubicacidn a nivel subcelular y otros aspectos relevantes del
clivaje de APP en la via amiloidogénica. El procesamiento no amiloidogénica de APP por a-
secretasa ocurriria en la membrana plasmatica (De stropper et al., 1993), sin embargo, el
compartimento celular donde ocurre el procesamiento de APP por B-secretasa es aun
materia de investigacion y debate. Algunos reportes han localizado la generacién de AB en
el sistema endosomal (Koo y Squazzo, 1994), en la red del trans-Golgi (Haass et al., 1995;
Thinakaran et al.; 1996; Xu et al., 1997) y en el reticulo endopldsmico (Chyung et al., 1997;
Cook et al., 1997). Actualmente, la “hipotesis endosomal” estd cobrando relevancia
gracias a fuertes evidencias que la sustentan. Como una aspartil-proteasa, BACE 1 posee
un optimo de actividad a pH acidos (alrededor de 4,5) (Vassar et al., 1999), el cual es
consistente con el encontrado dentro de los endosomas. Aun mas, factores que
promueven la internalizacion de APP o BACE 1 (Grbovic et al., 2003; Zou et al., 2007)
aceleran la produccién de AB, mientras que, bloqueando su internalizacidn, se disminuyen
los niveles de AB (Carey et al., 2005; Chyung y Selkoe, 2003).

10



Reportes recientes en distintas lineas celulares demuestran que, luego de su biosintesis,
tanto APP como BACE 1, son reciclados de la membrana plasmatica y convergen en
endosomas tempranos, donde interaccionan iniciando el procesamiento amiloidogénico
en el estado basal (Kinoshita et al., 2004; Sannerud et al., 2011) (Figura 5). Sannerud y
colaboradores expusieron que, a diferencia de APP que es internalizada por un
mecanismo dependiente de clatrina; la internalizacién de BACE 1 en endosomas utiliza
una ruta que estd regulada por el factor 6 de ribosilacién-ADP (ARF6) y es independiente
de clatrina. Por otro lado, Choy y colaboradores definen que para la produccién de AR se
requeriria de un transporte adicional desde endosoma hasta la red del trans-Golgi
mediado por el retrdmero (Choy et al., 2012). Adicionalmente, Das y colaboradores
demostraron que los endosomas de reciclaje, distribuidos en espinas dendriticas vy
botones presindpticos de neuronas hipocampales, son el principal sitio de convergencia de
APP y BACE 1, pero que en los axones, el punto de encuentro se daria en vesiculas
derivadas de Golgi. (Das et al., 2015).

En consecuencia, el sitio de encuentro entre estas dos proteinas, y de inicio de la via
amiloidogénica es aun materia de debate.

Endocitosis Endocitosis
dependiente de clatrina independiente de clatrina

(ORI

Clatrina

Endosomas de @
reciclaje

l temprano ? APP
§ sAPP
2
D | APP-CTF
ey —> ERC { BACE1

Figura 5: Transporte diferencial de BACE-1 y APP desde la membrana plasmatica hacia los endosomas
tempranos (Adaptado de Sannerud et al. 2011).
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Aun se desconoce cual es el estimulo fisioldgico y/o patoldgico que desencadena el
incremento en la convergencia de APP y BACE 1, favoreciendo asi la via amiloidogénica.
Davis-Salinas y colaboradores afirman que ABi4, podria inducir severas respuestas
patoldgicas en cultivos celulares, incluyendo degeneracién celular con un marcado
incremento en la produccién del péptido amiloide B (Davis-Salinas, J. et al, 1995).

En un trabajo posterior se demuestra que el efecto pro-amiloidogénico del AB se observa
también en cultivos neuronales (Marsden et al., 2011). Estas evidencias vislumbran un
fendmeno en el que AP actuaria como un estimulo para su propia secrecion, lo cual
tendria una gran relevancia para entender el fenédmeno de la deposicion de AB en el
contexto de la EA.

Hallazgos de nuestro y otros laboratorios muestran que APP podria actuar como el
receptor de los agregados de AB modulando efectos téxicos de AB (Bignante et al., 2013).
Dichos agregados generarian una multimerizacidn aberrante de APP, distrofia neuronal y
neurodegeneracién (Heredia et al., 2004; Shaked et al.,, 2006; Sola Vigo et al., 2009;
Bignante et al., En preparacion). Ligado a los efectos tdxicos dependientes de la
interaccidon AB/APP, uno de los aspectos que nos interesa explorar en el laboratorio es si
el efecto estimulador de la amiloidogénesis inducido por AR implica la participacion de
APP como receptor de sus formas agregadas, mas alla de su rol como precursor.

Particularmente, planteamos el objetivo de estudiar mecanisticamente como el
tratamiento con A8 es capaz de inducir su propia secrecion, indagando su rol sobre el
trdfico intracelular de APP y BACE 1.

Esta tesina corresponde al punto de partida de tal proyecto general, la cual desde un
modelo simple, utilizando lineas celulares; busca desarrollar las herramientas
metodoldgicas necesarias para continuar luego esta investigacion en modelos mas
complejos como los cultivos hipocampales primarios.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar por microscopia de alta resolucién la re-distribucion intracelular de
APP y BACE 1 frente al tratamiento con Ap.

Se utilizaran células HELA co-transfectadas con APP-YFP y BACE 1-Cherry, y
posteriormente tratadas con vehiculo o AB, a fin de determinar la distribucién
intracelular de las dos proteinas mencionadas.

2. Identificar los posibles sitios de interaccidon de APP y BACE 1.

Se emplearan células HELA transfectadas con cDNA de APP y BACE 1 e
inmunotefiidas con marcadores de sistema endosomal o Golgi para vislumbrar el
sitio de amiloidogénesis basal y luego del tratamiento con AB.
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3. Evaluar el efecto de AP sobre la expresion de CTFs en cultivos celulares, como
medida indirecta de la amiloidogénesis inducida por AB.

Se analizard por medio de la técnica de Western blot el efecto del tratamiento con
formas toéxicas de AB sobre los niveles de produccién de CTFs en cultivos de células

HEK que sobreexpresan APP y BACE 1.
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4. Materiales y Métodos

4.1 Cultivos celulares

Se emplearon las lineas celulares HELA y HEK293. Las primeras son células de origen
epitelial derivadas de cdncer cérvico-uterino, mientras que las segundas provienen de
rifidn humano embrionario. El uso de ambas estd ampliamente extendido en el campo de
la biologia celular. Las células fueron sembradas en placas de 35 mm y mantenidas en
medio D-MEN (Gibco, N. Y., U.S.A.) suplementado al 10% con suero fetal bovino (Gibco, N.
Y., US.A.) y los antibiéticos penicilina/estreptomicina (Gibco, N. Y., U.S.A.). Los cultivos
fueron mantenidos a una temperatura de 37 2C en una atmdsfera saturada de humedad y
con 5% de CO,. Cabe recalcar que para analisis de expresidon de proteinas por Western
blot se emplearon cultivos sembrados sobre pldstico, mientras que las células sembradas
sobre vidrios se utilizaron para las inmunomarcaciones y microscopia.

4.2 Plasmidos

Los plasmidos utilizados fueron: pEYFP-N3 (Clontech, California, U.S.A.) que contiene la
secuencia que codifica la proteina amarilla fluorescente (YFP), APPwt-YFP (constructo
generado en el laboratorio de Neuropatologia Experimental, INIMEC) conteniendo la
forma salvaje de APP fusionada a la proteina amarilla fluorescente y BACE 1-Cherry
(constructo cedido gentilmente por el Dr. Roy) que contiene la B-secretasa fusionada a
una proteina fluorescente roja. Adicionalmente, se emplearon plasmidos de las proteinas
APP y BACE 1 sin fusionar (plasmido obtenido en el laboratorio de Neuropatologia
Experimental y cedido gentilmente por el Dr. Annaert, respectivamente).

4.3 Anticuerpos

Para los ensayos de inmunocitoquimica se emplearon los siguientes anticuerpos
primarios: el anticuerpo monoclonal anti-Rab11 (1:50; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
U.S.A.), que reconoce proteinas miembros de la familia Rab11l (isoformas Rablla vy
Rab11b), ubicadas en endosomas de reciclaje; y el anticuerpo primario policlonal anti-
GM130 (1:500, Sigma Aldrich, San Luis, U.S.A), marcador de Golgi. Para los ensayos de
bioquimica se utilizé el anticuerpo monoclonal Y188 (1:500; Abcam, San Francisco, U.S.A.)
gue reconoce la porcion intracitoplasmatica del APP.

4.4 Transfeccién
Los cultivos celulares se desarrollaron en placas de 35 mm hasta alcanzar un 80 % de
confluencia. Fueron co-transfectados con la siguiente mezcla: DNA de interés (APP-YFP y
BACE 1-Cherry), 125 uL de NaCl 0,15 M y 3 uL de PEI87K (Fabricado y vendido por el Dr.
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Martinez, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA). La preparacion se dejé reposar
durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego fue incorporada a las placas. Las
células fueron fijadas 24 horas post-transfeccién por incubacién durante 20 minutos en
una solucion de paraformaldehido al 4 %.

4.5 Tratamientos

Para los tratamientos con el péptido AB se utilizaron péptidos sintéticos comerciales que
corresponden al fragmento 25-35 del péptido completo. Este péptido es usado
extensamente por tener mayor potencia neurotdxica que el AB 1-40 o AB1-42. (Biopeptide
Co, San Diego, U.S.A.). Una cantidad de 100 pg del fragmento AB,s.35 fue diluido en 100 pL
de agua bidestilada estéril. Dicha preparacién permanecié en incubacidn durante 24 horas
a 37 oC. Al dia siguiente, se incorporé a la mezcla 100 uL de PBS 2X. Esto consistid en la
solucion madre de concentracion 500 mM. Dicha preparacion fue posteriormente
incorporada a los cultivos 1 hora luego de la transfeccidn para alcanzar una concentracién
final de 20uM.

Para el analisis de los fragmentos CTFs se utilizé6 DAPT para inhibir la y-secretasa (Sigma
Aldrich, San Luis, U.S.A.), diluido en DMSO a una concentracion inicial de 100 mM. La
droga se agregd 16 horas luego de la transfeccién y una hora antes de incorporar el AB a
una concentracion final de 10 uM. El tiempo de duracion de los tratamientos se detalla en
cada experimento.

4.6 Inmunocitoguimica

Los cultivos celulares fueron fijados con paraformaldehido al 4% en PBS/sucrosa a 37 °C
durante 20 minutos. Una vez fijados, se realizaron tres lavados con PBS 1X. Para la
permeabilizacién, los cultivos fueron tratados con Tritén X-100 0,2 % en PBS durante cinco
minutos. Luego, se efectuaron dos nuevos lavados con PBS 1X. Posteriormente, los
cultivos fueron bloqueados con suero de caballo (HS) al 5% en PBS durante una hora a
temperatura ambiente. Las células fueron luego incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente, diluido en HS al 1% en PBS durante toda la noche a 4 2C. Después, los
cultivos fueron sometidos a cinco lavados de cinco minutos con PBS, para luego ser
incubadas con el anticuerpo secundario correspondiente (Alexa Flour, Molecular Probes,
Eugene, U.S.A) disuelto en HS al 1% en PBS durante una hora a temperatura ambiente.
Transcurrida la incubacion, las células fueron lavadas cinco veces con PBS, y finalmente
montadas sobre portaobjetos empleando el medio de montaje FluorSave (Sigma Aldrich,
San Luis, U.S.A.). Los preparados fueron observados en un microscopio confocal FV1000
Olympus con un objetivo de 63X de magnificacion.

15



4.7 Analisis de Colocalizacion
Las imagenes fueron procesadas y analizadas mediante el software Fiji. El grado de
colocalizacion de APP-YFP con BACE 1-Cherry fue determinado empleando el plugin Coloc
2, a través del cual se pudieron obtener los coeficientes de Manders los cuales permiten
definir los porcentajes de colocalizacién entre una y otra marca.

4.8 Western blot
Los cultivos celulares fueron lavados con PBS frio y cosechados a 4 2C en buffer RIPA-DOC
(0,44 g NaCl; 2,5 mL Tris-HCI 1M pH=7,2; 0,5 mL Tritédn X-100; 0,5 mL SDS 10%; 0,25 g
dodecilsulfato de sodio cada 50 mL de H,0) con inhibidores de proteasas (Tabletas Sigma
Fast TM). Las mezclas fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 10 minutos. Los
sobrenadantes (conteniendo las proteinas solubles) fueron recuperados y diluidos en
buffer Laemmli 4X. Luego, las muestras fueron incubadas a 98 2C durante cinco minutos.

Volumenes idénticos de cada muestra fueron sembrados en geles de poliacrilamida-SDS
del 15%. Las proteinas en la muestra fueron separadas por electroforesis (120 V durante
dos horas) y posteriormente electrotransferidas (250 mA durante noventa minutos) a una
membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad, California, U.S.A.). Luego, la membrana fue incubada
en solucion de leche en polvo descremada al 5% en PBS - Tween 20 al 0,05% durante una
hora en agitacion a temperatura ambiente. Transcurrido dicho periodo, la membrana es
incubada con anticuerpo primario correspondiente diluido en solucién de leche en polvo
al 1% durante 24 horas a 4°C. Luego de la incubacion con el anticuerpo primario, la
membrana fue sometida a tres lavados de siete minutos en PBS con Tween 20 al 0,05%, y
luego incubada con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (1:1000; Jackson
Immunoresearch, West Grove, U.S.A.) diluido en leche en polvo al 1% en PBS con Tween
20 al 0,05% durante una hora a temperatura ambiente. Una vez finalizada la incubacion, la
membrana se sometio a tres lavados de siete minutos en PBS con Tween 20 al 0,05% y fue
visualizada por quimiolouminiscencia (ELC, Amersham Life Science, U.K.). Se realizd un
analisis de densitometria de las bandas con el software Scion Image.

4.9 Andlisis estadistico
Los datos fueron comparados estadisticamente mediante analisis de la varianza (ANOVA)
de una via seguido de comparaciones post hoc con el test de Tukey.
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5. Resultados

5.1 Caracterizacion de la expresion de BACE 1 y BACE 1-Cherry en lineas celulares

La primera parte de la tesina se basd en la obtencidn y caracterizacién de los plasmidos
utilizados en los distintos experimentos. Se trabajé con los plasmidos BACE 1 y BACE 1-
Cherry, mientras que APP-YFP fue generado y caracterizado previamente por integrantes
del laboratorio. Las distintas alicuotas de ADN plasmidicos fueron amplificadas utilizando
técnicas bdsicas de biologia molecular. La purificacién fue realizada mediante la técnica de
Mini-prep y utilizando el kit comercial Qiagen plasmid midi kit.

Para una verificacidon y caracterizacion inicial de la expresiéon de las proteinas BACE 1y
BACE 1-Cherry, se transfectaron lineas celulares HEK293 con cantidades crecientes de
DNA a fin de obtener una curva de concentracién creciente. Las proteinas fueron
identificadas inequivocamente por un anticuerpo especifico contra BACE 1 (Abcam;
ab2077 policlonal, 1:1000). Brevemente, se plantaron aproximadamente 600.000 células
HEK en placas Petri de 35 mm de didmetro. Al dia siguiente, el cultivo fue transfectado con
el reactivo PEIl, con 0,125, 0,25 6 0,5 ug de DNA BACE 1. Al otro dia, los cultivos fueron
lisados en buffer RIPA con inhibidores de proteasas, resuspendidos en buffer Laemmli y
resueltos en un sistema SDS-PAGE. Se utilizaron geles de acrilamida al 8 % y las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, las membranas
fueron bloqueadas con leche descremada al 5 % (1 hora a temperatura ambiente) e
incubadas con el anticuerpo primario contra BACE 1 de Abcam (Anti-BACE1 antibody,
ab2077 polyclonal, 1:1000) a 42 C durante la noche entera en agitacion. Finalmente, se
hicieron tres lavados con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario anti-rabbit HRP
(1:5000). Las membranas fueron reveladas con el buffer ECL (Western Bright, USA).

NT BACE 1

0125ug 025ug O0S5Sug

BACE1 —

Fig. 1.1: Caracterizacion de la expresion de BACE1 por Western Blot. Cultivos celulares de HEK fueron
transfectados con concentraciones crecientes de BACE 1y los lisados celulares resueltos por SDS-PAGE.
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Como puede observarse en la Figura 1.1, en el cultivo no transfectado (NT) se observa una
banda que corresponde al BACE 1 enddgeno de las células. En las tres lineas siguientes se
observa la proteina en cantidades crecientes conforme aumenta la cantidad de DNA que
se utilizé en la transfeccion.

BACE 1 CHERRY NT

05ug  025ug 0,125ug

BACE ! Chanry '. l ‘!

Bap expoucica

BACEL “ e
-

BACE 1 Chenry

' Ak Expoucsca
- "
o=
’
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Fig. 1.2. Caracterizacion de la expresion de BACE 1-Cherry por Western Blot. Cultivos celulares de HEK
fueron transfectados con concentraciones decrecientes de BACE 1-Cherry y los lisados celulares resueltos
por SDS-PAGE.

En la Figura 1.2 se visualiza la sobrexpresion de la proteina BACE 1-Cherry. En el carril que
tiene el lisado de células no transfectadas (NT) se observa un doblete que corresponde al
BACE 1 enddgeno (mas visible en el blot de mayor exposicidn). Los carriles consecutivos a
la izquierda presentan el BACE 1 de los lisados celulares transfectados con
concentraciones decrecientes de ADN. Se observa un doblete superior que corresponde
al BACE 1 fusionado a al reportero Cherry. Estos blots demuestran que los plasmidos en
cuestidn se estan expresando correctamente.
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Fig. 1.3. Caracterizacidon de la expresion de BACE 1-Cherry por microscopia. Cultivos celulares de HELA
fueron transfectados con BACE 1-Cherry y luego tefiidos con marcadores de A-B) Golgi (GM130) C-D)
endosoma de reciclaje (Rab11), en verde.

Para llevar a cabo la caracterizacion de la expresién de la proteina fusionada por
microscopia, comparamos dos lineas celulares: HEK 293 y HELA. Encontramos que las
células HELA, al ser planas permiten una mejor visualizacidn de las vesiculas conteniendo a
BACE 1-Cherry. En la figura 1.3 se observa la caracterizacién de BACE 1-Cherry en cultivos
celulares de HELA. Se puede ver que la marca es claramente vesicular, expresandose tanto
en aparato de Golgi como en endosomas de reciclaje.
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5.2 Efecto del tratamiento con AB en la distribucién de APP y BACE 1 en cultivos
celulares

Para evaluar el efecto de AP sobre el trafico y distribucién intracelular de APP y BACE 1 se
realizaron cultivos de células HELA en vidrios de 12 mm (300.000 células en placas de 35
mm de didmetro), seguida de una co-transfeccion con APP-YFP y BACE 1-Cherry con el
reactivo PEl. Se evaluaron dos concentraciones diferentes de cada ADN plasmidico:

APP-YFP (0,125 pg) y BACE 1-Cherry (0,2 ug), y APP-YFP (0,25 pg) y BACE 1-Cherry (0,40
ug). Los mejores resultados se visualizaron con este ultimo par de concentraciones. Luego,
a las 24 horas se realizd un tratamiento con vehiculo o AB 20 uM. Adicionalmente, se
testearon tres tiempos diferentes de tratamiento: 24 horas, 72 horas y 96 horas. Se
determindé que a las 24 y 72 horas se observaron diferencias cualitativas en la
colocalizacién de APP y BACE con respecto al control, por lo que estos periodos fueron
seleccionados para continuar los experimentos. Finalmente, los cultivos fueron fijados,
montados y fotografiados con una magnificacion de 62X en un microscopio confocal de
fluorescencia (FV1000, Olympus). Las imagenes obtenidas fueron sometidas a un analisis
de colocalizacién con el plugin Coloc 2 del software Fiji y se obtuvieron los
correspondientes coeficientes de Manders.

Fig. 2.1: Efecto del tratamiento AP 20 puM sobre la distribucién subcelular de APP-YFP y BACE 1-Cherry.
Cultivos celulares de HELA fueron transfectados con APP-YFP y BACE 1-Cherry y analizados por microscopia
confocal de fluorescencia. A) En el cultivo control se puede observar la expresién basal de APP con una
distribucion ubicua en distintas estructuras membranosas mientras que la expresién de BACE 1 es
claramente vesicular. B) El tratamiento con AB 20 UM indujo un aumento en el grado de colocalizacién entre
ambas proteinas el cual es mas evidente en el detalle ubicado en el recuadro inferior.
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Como puede observarse en la Figura 2.1, en condiciones controles APP-YFP y BACE 1-
Cherry presentan un bajo nivel de colocalizacion, mientras que el porcentaje de
colocalizacion se incrementa significativamente con el tratamiento con AB.

Con BACE

alizacion de APP

¥ Coloc

Fig. 2.2: Cuantificacion del porcentaje de colocalizacién.

El andlisis estadistico de los datos indicé que el 22,0 + 0,1% del APP-YFP colocaliza con
BACE 1-Cherry en condiciones controles, y aumenta al 37,6 £ 0,1% en condiciones de
tratamiento (ANOVA de una via (F1,20)=7,2475; p=0,01402). n = 15 células analizadas por
cada condicidn, obtenidas de tres experimentos independientes. (*p < 0.05 test post hoc
Tukey HSD) (Figura 2.2).

5.3 Determinacidén del sitio de convergencia APP/BACE 1

Como ya se ha mencionado, el compartimiento intracelular preciso donde APP y BACE 1
interaccionan continda siendo objeto de debate. En este trabajo, intentamos determinar
su identidad mediante ensayos de colocalizacién utilizando marcadores de organelas que
se han propuesto como posibles sitios de amiloidogénesis (ver Introduccién). Cultivos de
células HELA fueron co-transfectados con 0,25 pug y 0,40 ug de APP-YFP y BACE 1-Cherry
respectivamente. Veinticuatro horas después, las células fueron tratadas con vehiculo o
AB 20 uM vy fijadas 72 horas después. Posteriormente, siguiendo el protocolo de
inmunocitoquimica, los cultivos fueron incubados con el anticuerpo monoclonal anti-
Rab11 (1:50), marcador de endosoma de reciclaje; y el anticuerpo primario policlonal anti-
GM130 (1:500, Sigma), marcador de Golgi (Figura 3.1).
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APP-YFP/BACE 1-CH/GM130

APP-YFP/BACE 1-CH/Rab11

Fig. 3.1: Distribucion de APP-YFP y
BACE 1-Cherry en distintos
compartimientos subcelulares.
Cultivos celulares  fueron co-
transfectados con APP-YFP, BACE 1-
Cherry, e inmunomarcados contra C)
Golgi (GM130), D) endosomas de
reciclaje (Rab11). La ultima imagen de
cada panel muestra la colocalizacién
entre APP-YFP y BACE 1-CH vy el
correspondiente marcador de zona.
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Fig. 3.2: Correlacion entre la colocalizacion APP/BACE y los diferentes compartimentos subcelulares.
Células co-transfectadas con APP-YFP/BACE 1-Cherry e inmunomarcadas con el anticuerpo A) — B) anti-
GM130. C) — D) anti- Rab11l. La marca verde corresponde a APP-YFP/BACE 1-Cherry y la marca roja
corresponde a los marcadores de endosomas de reciclaje A) — B) y Golgi C) — D).

Para determinar cualitativamente en que compartimento subcelular ocurriria la
localizacion conjunta de APP y BACE 1, se realizd un mapa de colocalizacién entre estas
dos proteinas, y luego éste fue superpuesto con las imagenes de inmunomarcacién de
Golgi o endosomas de reciclaje. Como se puede apreciar en la Figura 3.2, existe una
correlacién entre los sitios de encuentro de APP con BACE 1 (marca verde), y endosomas
de reciclaje en la condicién basal (Foto A); la cual se mantiene en similar magnitud luego
del tratamiento con AB (Foto B). En cambio, el solapamiento entre APP/BACE 1 y vesiculas
derivadas de Golgi en la condicién basal es bajo (Foto C), y aumenta con el tratamiento
con AB (Foto D).
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5.4 Efecto del tratamiento con AB sobre los niveles de CTFs en cultivos celulares

A los fines de confirmar por métodos bioquimicos los resultados obtenidos mediante
microscopia, se efectudé un andlisis de los CTFs mediante la técnica de Western blot.
Recordemos que los CTFs son los fragmentos C83 y C99 que quedan luego del corte ay B
secretasa respectivamente, sobre el APP (Figura 3, Introduccién). De manera tal que, la
cuantificacion de los niveles de CTFs es una medida indirecta del grado de producciéon de
AB. Un aumento en el encuentro APP/BACE 1 (sustrato/enzima) deberia aumentar la
cantidad de BCTF y por ende de CTFs total y de A producido.

Se realizaron una serie de experimentos utilizando lisados celulares de células HEK 293 co-
transfectadas con APP y BACE 1. Luego, los cultivos fueron pre-tratados con el inhibidor de
y-secretasa DAPT con el fin de aumentar el tiempo de vida media de los CTFs.
Posteriormente los cultivos fueron tratados con vehiculo o AB 20 uM durante 24 horas o
96 horas. Las fracciones proteicas fueron finalmente analizadas mediante Western blot.

Para ello, se utilizé el anticuerpo Y188, el cual reconoce APP c-terminal y los CTFs. Como
puede observarse en la figura 4, en cultivos controles el tratamiento con DAPT se
incrementaron en gran medida los niveles de CTFs a un grado facilmente cuantificable
(Blot A). Ademas, se encontré que en el tratamiento con AB de 96 horas, pero no de 24
horas, indujo un aumento del 20 % en los niveles dichos fragmentos. (Blot B).

A B
24 hs 96 hs

Vehiculo DAPT Vv Ap V AB

“ — — s . e APP

M e -

Fig. 4. Efecto del tratamiento con AP sobre la expresion de fragmentos CFTs. Cultivos celulares fueron co-
transfectados con APP y BACE 1, y luego tratados con DAPT. La formacion de los fragmentos CTFs fue
evaluada mediante Western blot. A) Caracterizacion del efecto del inhibidor de y-secretasa, DAPT, sobre la
expresién de CTFs. B) Efecto del tratamiento con AP 20 uM sobre la expresion de fragmentos CTFs a
distintos tiempos de tratamientos.
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6. Discusion

El presente trabajo aporta algunos datos que permiten comprender como AP induce su
propia secrecién afectando el trafico intracelular de APP y BACE 1.

Pudimos comprobar que el tratamiento con AP genera, en cultivos celulares, un cambio
en la distribucién subcelular de APP y BACE 1 aumentando su convergencia y
desencadenando asi el procesamiento amiloidogénico de APP. De esta forma, el amiloide
B estaria actuando como un estimulo patoldgico que gatilla su propia sintesis y secrecién.

En un estado basal observamos que APP-YFP presenta la tipica distribucion membranosa
puntiforme a lo largo de los distintos compartimentos subcelulares. Se concentra la marca
de APP en la zona perinuclear, reminescente del aparato de Golgi, tal como ha sido
ampliamente descripto (Haass et al., 2012). En cambio, BACE 1 presenta una distribucion
vesicular muy definida, que se condensa en ciertas partes de la célula, en general
perinuclearmente.

Mediante el analisis de colocalizacion pudimos corroborar un bajo grado de colocalizacién
entre APP y BACE en el estado basal (cultivos tratados con vehiculo, Figura 2.1 A) lo cual
estd de acuerdo con reportes previos que manifiestan que luego de su biosintesis APP y
BACE divergen a distintos compartimentos subcelulares (Das et al., 2013).

Encontramos que el tratamiento con AB 20 uM, aumentd la convergencia de APP-YFP y
BACE 1-Cherry en un 15 % con respecto al control (Figura 2.1 B). Este resultado nos estaria
revelando que efectivamente, los agregados de AP actdan como un estimulo patoldgico
que promueve la convergencia de APP y BACE 1 (sustrato-enzima) sugiriendo un
consecuente aumento en la producciéon de AP.

Este mecanismo de retroalimentacién positiva es de gran relevancia para sustentar la idea
de que pequefas cantidades de AP agregado, podrian actuar a modo de semilla
estimulando la producciéon de mas péptido. Es posible especular con que esta produccidn
extra de APB, podria conducir a que la concentracién extracelular sea lo suficientemente
alta como para superar la tasa de degradacion y generar las condiciones dptimas para la
aparicion y diseminacién de las placas. Este estudio abre interesantes interrogantes en
torno a que, si este fendmeno ocurre en células neuronales, podria explicar el fendmeno
de transmisién transindptica de las placas amiloides a lo largo de los circuitos neuronales
(Harris et al., 2010).

Como ya se ha mencionado, la localizacion del procesamiento proteolitico de APP ha sido
descripto en distintas organelas, incluyendo el reticulo endoplasmatico (Chyung et al.,
1997; Cook et al., 1997), en la red del trans-Golgi (Haass et al., 1995; Thinakaran et al.,
1996; Xu et al., 1997; Choy et al., 2012), y en el sistema endosomal (Koo y Squazzo, 1994;
Sannerud et al., 2011; Das et al., 2013). Aqui, nos propusimos revelar si APP y BACE se
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encuentran fisicamente en mayor medida en respuesta al AR, como parte del mecanismo
gue provoca el aumento en la secrecion de AP inducido por AB. De ser asi, nos interesd
indagar cual es el compartimiento subcelular donde tal evento ocurre. Utilizamos cultivos
de células HELA co-transfectadas con APP-YFP/BACEl-cherry y posteriormente
inmunotefiidos con anticuerpo marcadores de endosomas de reciclaje o de Golgi (Figura
3.2). En nuestro sistema experimental, obtuvimos evidencia en favor de que en un estado
basal APP/BACE 1 se encuentran mayoritariamente en endosomas de reciclaje lo cual
estaria en consonancia con lo descripto por Das y colaboradores (2013, 2015). Este evento
no es afectado por la presencia de AB. Sin embargo, el aumento en la convergencia
APP/BACE en el cultivo tratado con AB, ocurre diferencialmente en vesiculas derivadas de
Golgi (Figura 3.2). La técnica de cuantificacidn de la colocalizacion utilizada en este trabajo
presenta la limitante de que no es posible agregar una tercer variable a cuantificar por lo
que se hizo la superposicién de la imdgenes (mapa de colocalizacién de APP-YFP con
BACE1-Cherry, mas el marcador de Golgi o endosoma de reciclaje) y se realizé un analisis
cualitativo. Este dato debera ser posteriormente corroborado por una técnica alternativa,
por ej. Fraccionamiento subcelular y analisis de APP, BACE 1 vy los distintos marcadores
subcelulares a lo largo de las distintas fracciones.

Existen alguna evidencia que remarca el rol primordial de la endocitosis de APP
dependiente de clatrina desde la membrana plasmatica para la ocurrencia de la
amiloidogénesis (Sannerud et al., 2011, Das et al., 2013). Relacionado a ello y en base a
nuestros resultados, podemos proponer que APP es endocitado diferencialmente en
condiciones basales o en presencia de AB, reclutdndose en distintos compartimentos
celulares lo cual podria tener distintas consecuencias, por ejemplo, distinta eficiencia en la
produccién de AP, aspecto que debera ser posteriormente evaluado. Asimismo, otra
posibilidad es que la diferencia en la localizacion del encuentro entre APP y BACE,
responda a que son afectados distintos pools de APP, y que por tanto, el APP que se
encuentra con BACE 1 en vesiculas derivadas de Golgi en respuesta al AB, surja de un
aumento de la sintesis de APP y consecuente convergencia en la via biosintéticay no en la
via endocitica como se sugiera al iniciar el parrafo.

Adicionalmente, utilizamos una técnica bioquimica para corroborar lo que obtuvimos por
medio de la microscopia. En este caso, cultivos de células HEK fueron co-transfectados con
APP/ BACE 1, pretratados con el inhibidor de la y-secretasa DAPT y tratados con vehiculo o
AB 20 uM. El pretratamiento con DAPT se usa para evitar el corte de la y-secretasa y de
esa forma aumentar el tiempo de vida media del CTF para su visualizacién y analisis por
Western blot. En este escenario, logramos corroborar que el tratamiento de 96 horas con
APB provocd un aumento en la expresion de los CTFs, lo que sugeriria un aumento en la
amiloidogénesis (Figura 4).

Entendemos que el aumento en la convergencia de APP y BACE 1 son el paso inicial a la
via amiloidogénica pero esto no deja de ser una medida indirecta, ya que el CTF resultante
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podria por alguna razén, no alcanzar el corte de la y-secretasa y la consecuente
produccién real de AB. Por lo cual, el aumento de AB como consecuencia del tratamiento
con AB en nuestro sistema experimental, deberia ser corroborado a través de una
medicion por ELISA del AB producido en cada condicidn, andlisis que no ha sido realizado
en la presente tesina por cuestiones de tiempo.

Finalmente, se sabe que BACE 1 se expresa principalmente en tejido neuronal y que la
deposicion de AP ocurre solo en el cerebro. Ademas, el metabolismo, trafico y
procesamiento de APP en las neuronas, presenta aspectos peculiares relativos a su
polaridad extrema. Esto pone en evidencia que los datos obtenidos en esta tesina deberan
ser explorados en el futuro en cultivos neuronales. El valor agregado de este trabajo
radica en que ha permitido poner a punto herramientas metodolégicas necesarias para
encarar tal analisis.

7. Conclusion

En el presente trabajo observamos que el tratamiento de cultivos de lineas celulares con
agregados de AB, aumentod el grado de convergencia entre APP y BACE 1y la consecuente
produccién de CTFs, lo cual podria significar un aumento en la produccién y secrecidn de
AB. Esta convergencia parece ocurrir diferencialmente en vesiculas derivadas de Golgi,
dato que debera ser corroborado con técnicas alternativas.

Estos hallazgos arrojan luz de como estaria ocurriendo mecanisticamente el aumento de
AP inducido por AR, evento que es de gran relevancia para comprender el fendmeno de
deposicién en la EA.
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