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Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo caracterizado
por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra. Una de las
hipdtesis en relacidon a los mecanismos moleculares que participan en el desarrollo de esta
enfermedad, postula que defectos en el transporte intracelular es un evento inicial en la
patogénesis. Se conoce que un incremento en la expresion de a-sinucleina, y el polimorfismo
de nucledtido unico (SNP) rs6265 en el gen de BDNF, estan asociados con mayor incidencia
de la EP. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares por los cuales estas proteinas
participan en esta enfermedad son desconocidos. Utilizando un sistema de Ultima
generacion para sincronizar la ruta secretoria, encontramos que la expresion de a-sinucleina
induce un retraso en el transporte entre el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi de al
menos una proteina, y a su vez demora la salida de vesiculas desde este ultimo
compartimiento hacia los procesos neuronales. Sin embargo, la administracion del péptido
resultante del SNP rs6265 (llamado pBDNF Met) no indujo cambios en la dindmica del
transporte intracelular. Estos resultados sugieren que la toxicidad de a-sinucleina puede
deberse, al menos en parte, a la demora o bloqueo de la ruta exocitica de proteinas de
membrana o secrecidn, y que la mayor incidencia de EP en humanos portadores del SNP

rs6265 probablemente sea consecuencia de otro mecanismo neurodegenerativo.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, trafico intracelular; BDNF; a sinucleina, aparato

de Golgi; reticulo endoplasmico; sincronizaciéon de la ruta secretoria.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the
progressive loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra. One of the hypotheses
regarding the molecular mechanisms involved in the development of this disease postulates
that defects in the intracellular transport is an initial event in the pathogenesis. It has been
reported that an increase in the expression of a-synuclein, and the single nucleotide
polymorphism (SNP) rs6265 in the BDNF gene, are associated with a higher incidence of PD.
However, the underlying cellular and molecular mechanisms remains to be elucidated. Using
a state-of-the-art system to synchronize the secretory pathway, we found that the
expression of a-synuclein induces a delay in the transport of proteins between the
endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus, and also a delay of the vesicle exit from the
Golgi apparatus towards the neuronal processes. However, the administration of the
resulting peptide of the SNP rs6265 (named pBDNF Met) did not affect the intracellular
transport dynamics. These results suggest that the toxicity of a-synuclein may be due, at
least in part, to the delay or blockage of the exocytic pathway of membrane and secretion
proteins, and that the higher incidence of PD in the SNP rs6265 carriers might respond to

other neurodegenerative mechanism.

Keywords: Parkinson’s disease, Intracellular trafficking; BDNF; a-synuclein, Golgi apparatus,

endoplasmic reticulum; biosynthetic pathway synchronization.
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Introduccion

La enfermedad de Parkinson (EP, Parkinson, 1817) es un desorden
neurodegenerativo caracterizado por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas de
la substantia nigra (SN) con la consecuente desaferentacidn del cuerpo estriado (Figura 1). La
etiologia de la enfermedad es todavia desconocida, y se cree que se debe a una combinacion

de factores genéticos y ambientales.
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Figura 1. Neuropatologia de la enfermedad de Parkinson. A- Representacion esquematica del sistema
dopaminérgico nigroestratial en condiciones normales. En rojo se esquematiza la conexidn nigroestriatal (MFB,
medial forebrain bunddle). Esta via estd compuesta de neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares se
encuentran en la sustancia nigra (principalmente en la pars compacta (SNpc)) que proyectan hacia los ganglios
basales y realizan sinapsis en el cuerpo estriado (putamen y caudado). En la fotografia de la SNpc (panel
inferior) se observa la pigmentacion normal de la SNpc debido a la neuromelanina presente en los somas de las
neuronas dopaminérgicas. B- Representacién esquemdtica de la via nigroestratial en pacientes con
enfermedad de Parkinson. Hay una marcada pérdida de neuronas dopaminérgicas que se proyectan hacia el
estriado. En la fotografia (panel inferior) se puede apreciar la despigmentacion de la SNpc debido a la pérdida
de neuronas dopaminérgicas y la consecuente desaferentacion del estriado. Adaptado de Dauer & Przedborski,

Existen al menos tres hipdtesis en relacion a los mecanismos moleculares que
participan en el desarrollo de esta enfermedad que afecta al 1% de la poblacién mundial de
mas de 60 afios de edad. La primera hipdtesis postula que defectos en el plegamiento y
agregacion de proteinas es la causa de la muerte de las neuronas de la substantia nigra pars
compacta (SNpc, regién mds propensa a neurodegenerar en EP) (Dauer & Przedborski 2003);

en tanto la segunda hipdtesis plantea que la disfuncidon mitocondrial y el consecuente estrés
8
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oxidativo inducido por la exposicion a toxinas ambientales y/o especies toxicas generadas
por el metabolismo de la dopamina, son factores desencadenantes de la EP (Cohen 1984;
Dauer & Przedborski 2003). La tercera hipdtesis propone que defectos en la ruta biosintética
y en el transporte intracelular de vesiculas son eventos iniciales en la patogénesis de la EP
(Morfini 2007; Hunn 2015; Mazzulli 2016; Fang 2017). Estos tres grandes grupos de factores
patogénicos no son mutuamente excluyentes, y uno de los mayores objetivos de la
investigacidn en EP es dilucidar la secuencia de eventos que ocurren y las interacciones entre
estas tres hipdtesis que probablemente oculten la clave de la neurodegeneracién del
sistema dopaminérgico nigroestriatal (Dauer & Przedborski 2003). Un ejemplo de la
interaccidn entre estas hipoétesis es el descubrimiento de que el daifo oxidativo incrementa
el mal plegamiento y agregacion de la proteina a-sinucleina que se convierte en tdxica para
las neuronas dopaminérgicas en esta conformacién (Giasson 2000). Ademads, se conoce que
la acumulacion y multimerizacién de proteinas altera el trafico intracelular y vias de
sefializacion (Fang 2017). Interesantemente, se desconocen las causas y los pasos iniciales de
la acumulacion de proteinas como a-sinucleina. Recientemente se han encontrado varios
genes que participan en el trafico intracelular que podrian modular la ruta exocitica y hacia
el lisosoma provocando la acumulacion toxica de proteinas (Abeliovich 2016; Gongalves
2017). Adicionalmente se ha propuesto que el estrés oxidativo inducido por la droga 1-metil-
4-fenilpiridina (MPP+) utilizada para modelar la EP, afecta el trafico vesicular en axones
sugiriendo que este defecto en el transporte podria ser un evento temprano en el desarrollo
de esta enfermedad (Morfini 2007). A pesar de estos estudios sobre el trafico vesicular en la
patogénesis de la EP, la contribucidn de posibles defectos en el trafico entre el reticulo
endopldasmico y el aparato de Golgi, y la salida de vesiculas del aparato de Golgi hacia los
procesos neuronales han sido escasamente estudiados.

En los ultimos anos mediante técnicas de genética molecular se han revelado
importantes influencias genéticas en el desarrollo de la EP. En pacientes con EP hereditaria,
gue afecta aproximadamente al 5% de los casos, se han encontrado varios genes mutados
asociados con la enfermedad (Schapira 2009). Aunque las mutaciones en estos genes no
explican los casos esporadicos (¥95% de los afectados), brindan informacién muy valiosa
sobre los posibles mecanismos neurodegenerativos. Entre los genes mas estudiados y de los
cuales se conoce mejor su participacién en la patogénesis de la EP, se encuentran a-
sinucleina, parkina (una ubiquitin-ligasa), UCH-L1 (una ubiquitin hidrolasa), PINK1 (una

proteina quinasa mitocondrial), y DJ-1 (una chaperona que participa en la respuesta al estrés
9
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oxidativo) (Feany 2004). Ademas, se conoce que ciertos polimorfismos humanos, como el
polimorfismo de nucledtido Unico (SNP) rs6265 en el gen de BDNF, también estan asociados
con la incidencia de la EP esporddica. Pero esta correlacién solo se observa en algunas
poblaciones (Hakansson 2003; Karakasis 2011) sugiriendo que este SNP es un factor de
susceptibilidad que requiere la interaccidon con otras variantes genéticas y/o ambientales
para contribuir al desarrollo de la EP. Ademds, este SNP se encuentra altamente
correlacionado con un mayor deterioro cognitivo en pacientes con esta dolencia (Momose
2002; Guerini 2009; Altmann 2016).

El SNP rs6265 en el gen de BDNF estd presente en ~25% de la poblacion mundial
(segun la base de datos SNPedia, www.snpedia.com). BDNF pertenece a la familia de las
neurotrofinas, una familia de factores neurotréficos que actuan como reguladores de la
sobrevida, diferenciacidon y funciéon neuronal, ademads de ser moduladores de la plasticidad
sindptica. Esta familia de proteinas tiene un rol esencial en la comunicacién paracrina entre
neuronas y con otras células de su entorno. BDNF es uno de los factores tréficos mas
importantes y estudiados, y se traduce como una proteina precursora (llamada proBDNF)
gue consiste en un prodominio amino-terminal y un dominio maduro carboxiterminal
(Ilamado mBDNF) (Figura 2A). ProBDNF puede escindirse por accion de la enzima furina en la
red del trans-Golgi o proconvertasas en vesiculas secretoras (Teng 2010) liberando el mBDNF
y el prodominio que de ahora en mas llamaremos pBDNF (Figura 2A). Anteriormente se creia
gue una vez que proBDNF se procesaba, el pBDNF liberado se degradaba rapidamente. Sin
embargo, resultados de nuestro grupo de investigacién demostraron por primera vez que
pBDNF se encuentra presente en altos niveles en el sistema nervioso central incluyendo el
hipocampo (Anastasia 2013), sistema dopaminérgico nigroestriatal, y liquido cefalorraquideo
humano y murino (resultados no publicados de nuestro laboratorio). Interesantemente, el
SNP rs6265 de una valina por una metionina en la posicidon 66 (Val66Met) en medio de la
secuencia del pBDNF (Figura 2A).

Tanto mBDNF, pBDNF, como proBDNF pueden secretarse de neuronas de manera
dependiente de la actividad después de la despolarizacién inducida por cloruro de potasio o
estimulacion eléctrica (Yang 2009; Nagappan 2009; Anastasia 2013). Resultados recientes
sugieren que la isoforma mds abundante en el desarrollo embrionario es proBDNF, mientras
que en la adultez las isoformas mas abundantes son pBDNF y mBDNF (Anastasia 2013; Yang
2014). El mBDNF secretado puede unirse al receptor tirosina quinasa TrkB (tropomyosin

receptor kinase B) para promover la sobrevida neuronal, diferenciacién, neurogénesis y
10
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plasticidad sinaptica (Barbacid 1994; Park 2013), o al receptor p75NTR (p75 neurotrophin
receptor) para inducir muerte neuronal (Friedman 2010; Kraemer 2014) (Figura 2B). Por otro
lado, proBDNF promueve la apoptosis neuronal y el remodelado de procesos uniéndose a un
complejo de receptores no relacionados formado por p75NTR vy sortilina, un miembro de la
familia de los receptores Vps10p (Vacuolar protein sorting 10 protein; Teng 2005) (Figura
2B).

Nuestro grupo de investigacién encontré que pBDNF también puede tener efectos
sobre neuronas. En particular, la sustitucién Val66Met confiere bioactividad a pBDNF ya que
solo la variante Met afecta la estructura de neuronas hipocampales (Anastasia 2013; Giza
2018) y es capaz de inducir apoptosis y cambios estructurales en neuronas dopaminérgicas

(datos no publicados de nuestro laboratorio).

A ProBDNF

’ Sitio de clivaje
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Figura 2. Isoformas de BDNF junto a sus
receptores y funciones. A- Estructura de
proBDNF en el que se esquematiza el sitio
de sustitucidon Val66Met y el sitio de clivaje
enzimatico. Luego del procesamiento de
proBDNF se libera BDNF maduro (mBDNF,
en violeta) y el prodominio de BDNF
(pBDNF, en amarillo). B- El mBDNF se puede
unir al receptor tirosina quinasa TrkB para
promover la sobrevida neuronal,
diferenciacidén, neurogénesis y plasticidad
sindptica, o al receptor p75NTR para
senalizar muerte neuronal. Por otro lado,
proBDNF promueve la apoptosis neuronal
uniéndose a un complejo de receptores
formado por p75NTR y sortilina. Por ultimo,
el pBDNF en su variante polimdrfica Met se
une al receptor SorCS2 (miembro de la
familia de sortina) y en cooperacion con el
receptor p75NTR, afecta la estructura de
neuronas hipocampales. Interesantemente,
pBDNF Val es inerte y se desconoce su
funcion.

A partir de estas publicaciones, otros grupos independientes han replicado y expandido
estos resultados (Mizui 2015; Guo 2016). Los efectos del pBDNF Met son mediados por los
receptores SorCS2 (sortilin related Vps10 domain containing receptor 2) y p75NTR (Anastasia
2013). Experimentos de biologia estructural (resonancia magnética nuclear y distintas
espectroscopias) demostraron que la sustitucion conlleva a un cambio en la conformacién
de pBDNF desde una estructura en lamina B en pBDNF Val, a una conformacion helicoidal
alrededor de la posicidon 66 en pBDNF Met (Anastasia 2013). Se ha sugerido que este cambio
conformacional promueve una interaccion diferencial de ambas variantes con el receptor

SorCS2, confiriendo actividad solo a la isoforma Met que de alguna manera desconocida
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interactla con el receptor de manera favorable. Sin embargo, el mecanismo celular y
molecular por el cual el complejo de sefalizacion pBDNF-Met/SorCS2/p75NTR afecta la
estructura y sobrevida neuronal es desconocido. Una posibilidad es que el prodominio Met
esté afectando el tréfico intracelular y de esta manera afectando la estructura y sobrevida de
neuronas.

Existe un conjunto de enfermedades causadas por a-sinucleina denominadas
sinucleinopatias, entre estas la mas estudiada es la EP. La proteina a-sinucleina esta
compuesta por 140 aminodcidos y posee un rol en la regulacién de la liberacion de
neurotransmisores y en la plasticidad neuronal (Withers 1997; Mouradian 2002; Lee 2008;
Zhang 2008). Se caracteriza por un extremo amino rico en lisina anfipdtico, que tiene un
papel crucial en la modulacién de sus interacciones con las membranas, y una cola carboxi-
terminal acida desordenada (Ulmer 2005; Eliezer 2001). La acumulacion excesiva de a-
sinucleina puede darse por duplicacion de una copia del gen, por mutaciones puntuales, o
por mutaciones de parkina y UCH-L1 que disminuyen la eliminacidon normal de ésta proteina
por la via ubiquitin-proteosoma. Hasta el momento se han descubierto dos mutaciones poco
frecuentes de a-sinucleina, Ala53Thr y Ala30Phe, en familias con una forma autosdmica
dominante y de aparicion temprana de la EP. a-sinucleina puede asumir varias
conformaciones desde monomeérica, pasando por oligomérica, y hasta fibrilar. Cuando se
encuentra fibrilar es insoluble y forma unos agregados intracelulares llamados cuerpos de

Lewy (Spillantini 1997) (Figura 3).

{ a sinucleina ]
Monomeros Oligémeros Fibrillas Cuerpos de Lewy
Un aumento La acumulacién o Son mas estables y .
en su expresion el mal plegamiento  menos toxicas que Caracteristicos de la
puede resultar inducen esta  a sinucleina soluble u Enfermedad de Parkinson

téxico forma téxica oligomérica y otras sinucleinopatias

Figura 3. Conformaciones de a-sinucleina y su impacto neuropatoldgico. a-sinucleina (representada como
hexagonos violetas) puede asumir varias conformaciones desde monomérica, pasando por oligomérica, y
hasta fibrilar. Cuando se encuentra fibrilar es insoluble y forma unos agregados intracelulares llamados
cuerpos de Lewy que son caracteristicos de la enfermedad de Parkinson y de otras enfermedades llamadas
sinucleopatias. Recientemente se ha postulado que la conformacién fibrilar es mas estable y menos toéxica
que la oligomérica.

12
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Estas inclusiones encontradas en el soma de las neuronas dopaminérgicas de la substantia
nigra son caracteristicas de la EP tanto hereditaria como esporadica (Mouradian 2002).
Actualmente se postula que las especies mas toxicas son las oligoméricas (Rockenstein 2014;
Winner 2011) y que las isoformas fibrilares son estructuras mas estables y menos dinamicas
que exhiben toxicidad reducida (Lashuel 2013). Aunque a-sinucleina se expresa
extensamente en el sistema nervioso central, la muerte neuronal y la formacién de cuerpos
de Lewy en la EP se limitan principalmente a la substantia nigra (Maries 2003). Una posible
explicacion a la degeneracidn selectiva de las neuronas dopaminérgicas es que haya una
interaccion entre conformaciones toxicas de a-sinucleina y el metabolismo de la dopamina
(Maries 2003). Esta hipdtesis se fundamenta en que tanto la dopamina, asi como sus
precursores y metabolitos de degradacién, se oxidan enzimaticamente o por autooxidacién
generando especies reactivas del oxigeno (ROS) que pueden activar cascadas apoptodticas
(Mouradian 2002). A su vez, se ha demostrado que las ROS aceleran la agregacion de a-
sinucleina en protofibrillas in vitro (Ostrerova-Golts 2000; Kim 2002) lo que podria ser un
mecanismo patogénico adicional.

La acumulacién de a-sinucleina y/o su mal plegamiento generan estrés de reticulo
endoplasmico (RE) que resulta en la acumulacién de proteinas dentro de dicha organela.
Estas proteinas posteriormente se transportan desde el RE al citoplasma para su
degradacidn por el proteosoma a través de un proceso denominado ERAD: degradacién
asociada al reticulo endoplasmico (McCracken & Brodsky 2003). Se ha reportado que ciertos
sustratos de ERAD deben ser transportados desde el RE al aparato de Golgi para luego ser
degradados. Interesantemente, se ha demostrado que a-sinucleina afecta el trafico entre
estos dos compartimientos en levaduras (Cooper 2006), e induce la detencidon del
crecimiento y la posterior muerte celular (Outeiro & Lindquist 2003). Cabe remarcar que la
sobreexpresién de a-sinucleina silvestre (wild type) y de la mutante Ala53Thr afectan de
manera similar el trafico de proteinas entre el RE y el aparato de Golgi, y ambos resultan en
efectos citotdxicos comparables en estas células (Cooper 2006). Es importante remarcar que
estos experimentos aln no han sido replicados en neuronas. A pesar de las numerosas
publicaciones sobre a-sinucleina y EP, los mecanismos por los cuales esta proteina participa
en la patogénesis de la enfermedad son debatidos. Ademas, aun se discute acerca de cuales
son los mecanismos celulares y moleculares por los cuales la sobrexpresion y/o la

multimerizacion de a-sinucleina contribuyen a la neurodegeneracién. Una posibilidad es que

13
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a-sinucleina afecte el trafico de la via exocitica en neuronas, como lo hace en levaduras, y de
esta manera participe en la neurodegeneracion.

Como se expuso anteriormente, se postula que una de las posibles causas de la EP
son los defectos en el transporte intracelular que podrian resultan en menor trafico de
membrana, menor exposicion de receptores, y menor secrecién de factores tréficos (FT)
entre otras proteinas. Estos defectos podrian deberse a diversas causas genéticas y
ambientales (Figura 4). En este trabajo hipotetizamos que pBDNF Met y a-sinucleina,
ambas proteinas asociadas en mayor o menor medida con la EP, impiden o retrasan el
trafico de proteinas del reticulo endoplasmico (RE) al aparato de Golgi, y/o del aparato de
Golgi a los procesos neuronales (Figura 4). Para poner a prueba esta hipoétesis, se utilizé un

sistema de Ultima generaciéon de sincronizacién de proteinas en la ruta secretoria.

Conjunto de hieétesis de la patogenia de la enfermedad de Parkinson '

Hipodtesis de trabajo de nuestro grupo Met?jt;olgsmo Neoiaas
dopamina ambientales
ﬁBDNF Met)
Disfuncion
mitocondrial y
Menor exposicion ' ROS
de receptores
SorCS2
-
p75 NTR Defectos en el Menor trafico de
trafico y secrecion membrana

de proteinas

@@ o
‘ Menor liberacién

Sobreexpresion de factores tréficos

de a-sinucleina

Mal plegamient Otros factores
y agregacion genéticos y
de proteinas ambientales

Figura 4. Resumen del conjunto de hipoétesis sobre la patogenia de la enfermedad de Parkinson. Existen al
menos tres hipdtesis en relacion a los mecanismos moleculares que participan en el desarrollo de la
enfermedad de Parkinson. La primera hipdtesis propone que defectos en el plegamiento y agregacion de
proteinas es la causa de la muerte de las neuronas de la substantia nigra, la segunda hipdtesis plantea la
disfuncidon mitocondrial y el consecuente estrés oxidativo inducido por la exposicidn a toxinas ambientales
y/o especies toxicas generadas por el metabolismo de la dopamina, como factores desencadenantes de la
EP. Nuestro laboratorio esta abocado al estudio de la tercera hipdtesis. Esta postula que defectos en el
transporte intracelular que pueden resultar en menor trafico de membrana, menor exposicion de
receptores, y menor secrecion de factores tréficos (entre otras proteinas) podrian ser los responsables de
la neurodegeneracion. En este trabajo hipotetizamos que pBDNF Met y a-sinucleina, ambas proteinas
asociadas en mayor o menor medida con la EP, impiden o retrasan el trafico de proteinas del reticulo
endoplasmico (RE) al aparato de Golgi, y/o del aparato de Golgi a los procesos neuronales. Esta hipdtesis de
trabajo de nuestro grupo de investigacidén esta resumida y esquematizada en cuadrados amarillos.
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Objetivo general

Determinar si pBDNF variante Met y a-sinucleina estan afectando el trafico de
proteinas desde el reticulo endoplasmico al aparato de Golgi y desde el aparato de Golgi a
los procesos neuronales. Estos experimentos permitirdn proponer un mecanismo celular que

podria contribuir al desarrollo de la enfermedad de Parkinson.

Obijetivos especificos

1- Evaluar si pPBDNF Met altera el trafico intracelular de proteinas entre el reticulo
endoplasmico y el aparato de Golgi, y entre el aparato de Golgi y los procesos
neuronales, en neuronas en cultivo. Para llevar a cabo este objetivo se utilizé el

receptor de transferrina como proteina modelo para estudiar el trafico intracelular.

2- Determinar si la sobreexpresion de a-sinucleina impacta en el trafico intracelular de
proteinas entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi, y entre el aparato de
Golgi y los procesos neuronales, en neuronas en cultivo. Para llevar a cabo este
objetivo se utilizé el receptor p75NTR como proteina modelo para estudiar el trafico

intracelular.
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Materiales y métodos

Animales y cultivos neuronales

Se utilizaron ratas Wistar prefiadas en estadio gestacional E18,5. Los animales fueron
mantenidos en el vivario del Instituto Ferreyra (INIMEC-CONICET-UNC) en condiciones
estandares, con ciclo luz y oscuridad de 12hs y con acceso libre a comida y agua. Los
experimentos fueron realizados siguiendo los lineamientos de la “Guide for the care and use
of laboratory animals” (National Research Council, USA). A pesar de que la enfermedad de
Parkinson (EP) ocurre por degeneraciéon de neuronas dopaminérgicas, en este trabajo
utilizamos como una primera aproximacion cultivos primarios de neuronas hipocampales (de
8 dias in vitro (DIV), Kaech 2006) por su facilidad de cultivo, homogeneidad, y porque los
constructos transfectados para sincronizar la ruta biosintética han sido validados en este
tipo neuronal (resultados no publicados del Dr. Bisbal (Instituto Ferreyra), y de nuestro
laboratorio). Experimentos futuros que exceden el presente trabajo, serdn realizados en
neuronas dopaminérgicas provenientes de cultivos mesencefalicos que son mas relevantes
para la EP; sin embargo, estos presentan ciertas desventajas como la dificultad de cultivo,
gue no son homogéneos con solo un 4-6% de neuronas dopaminérgicas, y que el trafico

intracelular no ha sido caracterizado en detalle en este tipo neuronal.

Disefio _experimental para los dos objetivos y sistema de sincronizacion FM de la ruta

exocitica:

Para estudiar el trafico de proteinas dentro del sistema de endomembranas se utilizé
un sistema de ultima generacidn de sincronizaciéon de proteinas en la ruta secretoria. Este
sistema consiste en la expresion de proteinas fusionadas a dominios FM que inducen la
agregacion condicional y por lo tanto una vez que son expresadas por la célula se retienen
en el reticulo endoplasmico (RE). Los dominios FM son variantes de la proteina FK506
binding protein 12 (FKBP12) que tienen la capacidad de autoagregarse reversiblemente en
homooligdmeros que se disocian rapidamente después de la adicidon de la droga permeable
a la membrana DD-solubilizer (Thuenauer 2014). Las proteinas que se utilizaron como
modelo fueron el receptor p75NTR vy el receptor de transferrina (TR), sin interesar en el
presente trabajo el rol de estos receptores en la patogenia de la EP. Mediante la adicion de
una droga especifica al medio de cultivo, estas proteinas se pueden desagregar y de manera

sincronizada ser transportadas al aparato de Golgi, para luego continuar su ruta vesicular a
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los procesos neuronales (Figura 5A). Este sistema permite cuantificar si existe un cambio en
la dindmica de transporte entre compartimientos. El constructo para estudiar el trafico de TR
(proteina transmembrana de tipo Il) consiste en el receptor flanqueado en el extremo C-
terminal por la GFP (green fluorescent protein), un sitio de clivaje por furina y 4 repeticiones
de los dominios FM (Figura 5B). Por otro lado, el vector para estudiar el trafico de p75NTR
(proteina transmembrana de tipo I) consiste en el receptor flanqueado en el extremo c-
terminal por la GFP (green fluorescent protein), y en el extremo N-terminal por un sitio de
clivaje por furina, seguido de 4 repeticiones de los dominios FM, y finalmente un péptido
sefial (Figura 5B). El péptido sefial asegura la insercién en la membrana del ER durante la
sintesis. El sitio de clivaje por furina permite que los dominios FM sean escindidos en el

aparto de Golgi donde esta enzima se encuentra presente.

Sistema de sincronizacién de la via exocitica l

A Tiempo O Tiempo 15 Tiempo 60 B

Proteinas retenidas Proteinas en Golgi Salida de Golgi

TR-FM

10um 10um 30um

GalT2
Tiempo 15

30um 10um

MAP2
Tiempo 60

10um 30um

Merge
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Figura 5. Sistema de sincronizacién de la ruta biosintética/exocitica. A- Esquema de la ubicacién intracelular de
las proteinas estudiadas (receptor de transferrina (TR) y el receptor p75NTR) representadas como estrellas
anaranjadas. Previo a la adicién de la droga desagregante (DD Solubilizer, Tiempo 0) las proteinas se encuentran
ancladas en el reticulo endoplasmico (RE). 15 minutos luego de la desagregacion las proteinas se liberan
continuando con la ruta secretoria y se pueden visualizar dentro del aparato de Golgi. A los 60 minutos ya se
produjo una salida significativa de vesiculas hacia los procesos neuronales, aunque todavia hay una proporcion
remante en el aparato de Golgi. B- Diagrama esquematico mostrando la estructura de la proteina de fusion para
la sincronizacién de la via exocitica. Se observan las cuatro repeticiones de los dominios FM, el sitio para clivaje
de furina (FCS: furin cleavage site), el fluoréforo reportero (GFP) y la proteina de interés (TR o p75NTR). C-
Imagenes representativas de microscopia confocal de TR-GFP, GalT2 (marcador del aparato de Golgi) y MAP2
(marcador de dendritas) a tiempo 0, 15 y 60 luego de la desagregacion y salida del RE. D- Imagenes
representativas de microscopia confocal de p75NTR-GFP, GalNac (marcador del aparato de Golgi) y MAP2.

Actividades especificas objetivo 1:

Para estudiar la dinamica de trafico del receptor de transferrina (TR), neuronas
hipocampales DIV8 se transfectaron con el pldsmido de sincronizacién TR-GFP-FM y con un
plasmido que codifica para la glicosil-transferasa residente del aparato de Golgi GalT2 unida
al fluoréforo mCherry (proteina roja fluorescente) para marcar esta organela. Estas
proteinas se expresaron por 16hs, y durante todo este periodo los cultivos estuvieron en
presencia de pBDNF Met, pBDNF Val, o de vehiculo (PBS). Ambos pBDNFs fueron generados
recombinantes en cultivos de bacterias y purificados en columnas de afinidad (detalles
debajo) y se administraron solubles al medio de cultivo. Las concentraciones de pBDNF
elegidas para el tratamiento fueron de 20 ng/ml que estan dentro del rango fisioldgico
encontrado en el liquido cefalorraquideo humano y murino (resultados no publicados de
nuestro laboratorio). Luego de 16 hs de expresion y tratamiento, se administrd cicloheximida
(100 pg/ml, Sigma) por 1 hora para inhibir la sintesis de proteinas, y luego se administro el
agente desagregante DD-solubilizer (250 nM, Clontech) (Figura 6). Los cultivos se fijaron a TO
(previo a la administracion de la droga), 15 y 60 minutos posteriores a la adiciéon de esta
droga (Figura 6). Se identificaron las dendritas mediante la inmunomarcacion con
anticuerpos anti-MAP2 (microtubule-associated protein 2) que se localiza especificamente
en este compartimiento neuronal. Las imagenes de todos los canales (TR-GFP, GalT2-RFP, y
MAP2 marcados con secundarios conjugados con Alexa 633) se observaron y digitalizaron
utilizando un microscopio confocal (Zeiss LSM 800). Posteriormente, se analizaron los
siguientes parametros calibrados: intensidad de TR-GFP en el RE, intensidad de TR-GFP en el
aparato de Golgi, e intensidad de TR-GFP en los procesos en las tres condiciones

experimentales (0 BDNF Met, pBDNF Val, vehiculo) a TO, T15 y T60 luego de la adicién del
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agente desagregante. Todas estas cuantificaciones fueron llevadas a cabo con el software

FlJlis just Image) (https://fiji.sc).

Fix  Fix  Fix Inmunofluorescencia y
T60 microscopia confocal

T0 T15

DIV 8 /l\ /]\ /[\
| 16 hs | 1h

\l/ pBDNF (Val/Met) \l/ \l/

Transfeccion con  Cicloheximida DD solubilizer
TR-GFP-FM (desagregador)

Figura 6. Disefio experimental correspondiente al objetivo 1. Neuronas hipocampales de 8DIV fueron
transfectadas con TR-GFP-FM y GalT2 (para marcar el aparato de Golgi). Durante las siguientes 16hs de
expresion, estuvieron en presencia de pBDNF Val y pBDNF Met (20 ng/ml). Se adicioné cicloheximida para
detener la sintesis proteica, y una hora después las células se fijaron (Fix) antes de administrar la droga
desagregante (T0). Otras replicas fueron fijadas a los 15 y 60 minutos después de la desagregacion.
Finalmente se realizé una inmunofluorescencia para marcar la proteina dendritica MAP2 y se tomaron las
imagenes utilizando un microscopio confocal. La linea temporal no esta representada a escala.

Actividades especificas objetivo 2:

Para estudiar la dinamica de trafico del receptor p75NTR, neuronas hipocampales
DIV8 fueron transfectadas con el plasmido de sincronizacién p75NTR-GFP-FM y con un
plasmido que codifica para la glicosil-transferasa residente del aparato de Golgi GalNac
unida al fluoréforo CFP (cyan fluorescent protein) para marcar esta organela. Ademas, se
expreso a-sinucleina fusionada al fluoréforo mCherry, o el mismo plasmido vacio (empty

vector) como control (Figura 7).

Figura 7. Expresion del
constructo de a-
sinucleina. Micrografia de
neuronas hipocampales
expresando a-sinucleina-
mCherry 7 horas luego de
la transfeccion. a-
sinucleina se distribuye
homogéneamente por el
soma neuronal y los
procesos corroborando su
distribucién soluble en el
citosol. a-sinucleina se
visualiza en verde,
mientras que MAP2 (para
marcar  dendritas) se
puede visualizar en azul.

a-sinucleina
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Las proteinas fueron expresadas por 8hs. Luego de este tiempo, se administré cicloheximida
(100 pg/ml, Sigma) por 1 hora para inhibir la sintesis de proteinas, y luego se administré el
agente desagregante DD-solubilizer (250nM, Clontech) (Figura 8). Los cultivos se fijaron a TO
(previo administracion de la droga), 15 y 60 minutos posteriores a la adicidon de esta droga
(Figura 8). Finalmente se identificaron las dendritas mediante la inmunomarcacién con
anticuerpos anti-MAP2. Las imdgenes de todos los canales (p75NTR-GFP, GalNac-CFP, a-
sinucleina-mCherry y MAP2 marcados con secundarios conjugados con Alexa 633) se
observaron y digitalizaron utilizando un microscopio confocal (Zeiss LSM 800).
Posteriormente, se analizaron los siguientes parametros calibrados: intensidad de p75NTR-
GFP en el RE, intensidad de p75NTR-GFP en el aparato de Golgi, e intensidad de p75NTR-GFP
en los procesos en las dos condiciones experimentales (con y sin a-sinucleina) a TO (previo a
la adicion del agente desagregante), T15 y T60 luego de la adicidon del agente desagregante.

Todas estas cuantificaciones fueron llevadas a cabo utilizando el software FlI.

Fix  Fix  Fix Inmunofluorescencia y

TO T15 T60 microscopia confocal
DIV 8
| 8 hs | 1h

Transfecciéon con  Cicloheximida DD solubilizer
p75-GFP-FM y (desagregador)
o sinucleina

Figura 8. Disefio experimental correspondiente al objetivo 2. Neuronas hipocampales de 8DIV fueron
transfectadas con p75NTR-GFP-FM y GalNac (para marcar el aparato de Golgi). Se co-transfectd a-
sinucleina o el mismo vector vacio como control, y se permitio la expresién de las proteinas por 8 horas. Se
adiciond cicloheximida para detener la sintesis proteica, y una hora después las células se fijaron (Fix)
antes de administrar la droga desagregante (T0). Otras replicas fueron fijadas a los 15 y 60 minutos
después de la desagregacion. Finalmente se realizé una inmunofluorescencia para marcar la proteina
dendritica MAP2 y se tomaron las imagenes utilizando un microscopio confocal. La linea temporal no esta
representada a escala.

Metodologia general

-Cultivo de hipocampo.
Se realizdé mediante la técnica estdandar (Kaech 2006). Brevemente, a partir de
embriones de rata en estadio embrionario 18,5 (E18,5) se disecd el hipocampo y las
neuronas se disociaron con tripsina (Gibco). Las neuronas fueron sembradas en
cubreobjetos previamente tratados con polietilenimina (PEl, Sigma) y en medio de

siembra (MEM + 10% suero de caballo + glutamax + penicilina/estreptomicina, todos de
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la marca Gibco) por 3hs. Posteriormente se reemplazé el medio por neurobasal (Gibco)
con suplementos estandares (B27/GS21/B27+, glutamax, penicilina/estreptomicina,
todos de la marca Gibco) sin suero. El medio se reemplazé parcialmente cada 3 dias.

-Transfeccidn.
Se realizé en neuronas de 8 DIV utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y OptiMEM
(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante.

-Produccién y purificaciéon de los pBDNF recombinantes.
Se utilizé el plasmido pET28 (Novagen) que contiene el gen de pBDNF humano Val o Met
(aminodcidos 19-128 del pBDNF precedidos por un tag N-terminal de 6 histidinas y Small
Ubiquitin-like Modifier (SUMOQ)) (Anastasia 2013). Este pldsmido fue transformado en
células competentes E. coli (BL21(DE3)pLysS) (Invitrogen). Las muestras de pBDNF
fueron purificadas usando columnas cargadas con resina de niquel (Ni-NTA, Invitrogen).
Luego, el tag de 6 histidinas y SUMO fue clivado por protedlisis con la enzima Ulp-1 que
también contenia un tag de 6 histidinas. Para la purificacion final de los pBDNF, la
muestra fue seleccionada negativamente en una segunda columna con resina de niquel,
donde el pBDNF ya sin tags fue obtenido en la fraccidn eluida (flow through). En esta
segunda columna el tag de 6 histidinas + sumo y la proteina Ulp-1 fueron retenidas en la
comuna. La proteina resultante fue precipitada usando acetona, resuspendida vy
dializada en 50mM NaH2P0O4 100mM NaCl pH 7.0. La pureza de los pBDNF fue evaluada
por SDS—-PAGE utilizando Coomassie blue y métodos de tincién de plata. La
concentracion de prodominios fue calculada usando el coeficiente de absorcién UV para
una proteina desordenada en agua (£(280)=4,470 M-1 cm -1), y confirmada usando el
método de Bradford.

-Inmunofluorescencia.
Los cultivos fueron fijados con 4% paraformaldehido (Aldrich) en PBS + 4% de sucrosa
(Anedra). Se permeabilizaron las membranas con Tritén X100 (Biorad) 0,1% en PBS.
Posteriormente se traté con Tween (Biopack) 0,1% en PBS y luego se utilizo el
anticuerpo anti MAP2 hecho en ratén (Sigma, 1:1000, 1h a temperatura ambiente) en la
misma solucidn, seguido de anticuerpo secundario anti IgG de raton conjugado con
Alexa 633 (ThermoFisher, 1:1000, 1 h a temperatura ambiente) en la misma solucién.

-Microscopia.
Para controlar las inmunodetecciones se utilizd un microscopio de epifluorescencia

(Nikon, Eclipse TE-2000E). Para adquirir las imagenes se utiliz6 el microscopio confocal
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ZEISS LSM 800 ya que se requiere una mayor resolucion espacial en el plano z para

poder colocalizar precisamente las distintas marcas.

-Andlisis de imagenes.
Se realizé con el software Flll is just Image) (https://fiji.sc). Para cada uno de los tiempos
se utilizaron metodologias de cuantificacion diferentes. Para el tiempo 0, en el cual las
proteinas se encuentran ancladas en el RE, se midié la intensidad de fluorescencia de
p75NTR-GFP o de TR-GFP en el soma neuronal donde este compartimiento se encuentra
distribuido. Para realizar esto se hizo una seleccion (ROI) del soma, excluyendo la zona
del nucleo y luego se cuantificé la intensidad promedio de GFP en toda la seleccién
(Figura 9A). Para el tiempo 15, en el cual las proteinas se encuentran en el aparato de
Golgi, se realizdé una mascara del aparato de Golgi en el canal de GalT2 o GalNac segun
corresponda, y una vez realizada se procedié a aplicarla sobre el canal de p75NTR-GFP o
TR-GFP y se cuantificé la intensidad de GFP en dicha seleccién (Figura 9B). Finalmente
para el tiempo 60 se realizé una seleccién del aparato de Golgi en el canal de GalT2 o
GalNac segun corresponda. Una vez realizada esta mascara se procedidé a superponerla
sobre el canal de p75NTR-GFP o TR-GFP y se cuantificé la intensidad de GFP en el
aparato de Golgi. Finalmente, para cuantificar la intensidad de fluorescencia de p75NTR-
GFP o TR-GFP en los procesos se trazd una linea de 3 pixeles de ancho sobre los
procesos neuronales, y se cuantificd la intensidad de GFP promedio en todo el trayecto.
Ademas se utilizo la herramienta de FlJI plot profile que permite medir la intensidad de
GFP en funcién de la distancia del soma o del aparato de Golgi (Figura 9C). Para los dos
objetivos y a los tres tiempos estudiados (TO, T15 y T60) se realizd un andlisis
poblacional de todas las neuronas transfectadas que se encuentran en el vidrio para
conocer la localizacién subcelular de p75NTR-GFP o TR-GFP segun corresponda. Este
estudio permite analizar si hay retrasos en el trafico de estas proteinas inducido por los
tratamientos (pBDNF Met, pBDNF Val, o a-sinucleina). Para este método se utilizd
microscopia de Epi-fluorescencia (Nikon, Eclipse TE-2000E) y se cuantificd, con criterios
arbitrarios pero mantenidos rigurosamente para toda las condiciones experimentales,
las neuronas que tenian p75NTR-GFP o TR-GFP en los siguientes compartimientos
intracelulares: RE, entre RE y aparato de Golgi, aparato de Golgi, entre aparato de Golgi

y procesos neuronales, o solo en los procesos neuronales. Luego se realizé un grafico de
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barras apiladas con las proporciones de neuronas con proteina en cada compartimiento

para cada uno de los tiempos y condiciones experimentales.

A Tiempo 0 B  Tiempo 15 C Tiempo 60

S5um

10um

30um

Sum
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Figura 9. Metodologias de cuantificacion. Las proteinas bajo el
control del sistema de sincronizacion FM se encuentran
ancladas en el RE a TO, en el aparato de Golgi a T15, y en los
procesos a T60 luego de la administracion de la droga
desagregante (DD Solubilizer). A- El RE se distribuye por casi
todo el soma neuronal (Al-Bassam 2012). Por lo tanto. para ana
TR-GFP-FM o p75NTR-GFP-FM en este compartimiento, se realizd una seleccién (ROI, regién of interest) del soma
(excluyendo la zona del nucleo) y luego se cuantifico la intensidad promedio de GFP en toda la seleccién. B- Para
analizar la intensidad de TR-GFP-FM o p75NTR-GFP-FM a T15, se realizd una mascara (ROI) en el canal de GalT2 o
GalNac (ambas proteinas residentes del aparato de Golgi transfectadas). Esta seleccidn se superpuso sobre el canal
de TR-GFP-FM o p75NTR-GFP-FM para cuantificar la intensidad de GFP en esa region. Esta misma metodologia se
utilizoé para cuantificar TR-GFP-FM o p75NTR-GFP-FM en el aparato de Golgi a T60. C- Para analizar la intensidad de
TR-GFP-FM o p75NTR-GFP-FM a T60 en los procesos neuronales se trazé una linea de 3 pixeles de ancho sobre estos,
y se cuantificd la intensidad de GFP utilizando la herramienta de FlJI Plot Profile que permite medir intensidad en
funcidn de la distancia. D- Magnificacién un proceso neuronal a T60 en que se aprecian las vesiculas con la proteina
de interés (en este caso TR-GFP-FM). E- Grafico ejemplificando la medicidn de la intensidad de gris en el canal de GFP
del panel D en funcién de la distancia utilizando Plot Profile de FlJI. Con una flecha azul y una flecha roja se pueden
distinguir dos vesiculas individuales en el panel D y su correspondiente cuantificacién en el panel E. Se destacan dos
picos de intensidad correspondientes a las vesiculas marcadas con flechas.
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-Analisis estadistico.
Se realizé mediante el software Infostat (Facultad de Agronomia, UNC). Se cuantificaron
al menos tres experimentos independientes por cada objetivo. A su vez, de cada
condicién experimental (Objetivo 1: pBDNF Val, pBDNF Met y PBS; Objetivo 2: con o sin
o—sinucleina) se analizaron entre 4 a 7 neuronas elegidas al azar en distintos lugares del

cubreobjetos. Se analizaron los datos y los errores para determinar si se distribuian
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ajustandose a una normal en cuyo caso se utilizd ANOVA. Alternativamente, se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis en las comparaciones de los tratamientos segun correspondia.

Las diferencias fueron consideradas significativas con p<0,05.
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Resultados

Utilizacion del sistema de sincronizacion de la via exocitica del receptor de transferrina
(TR) en neuronas hipocampales

El sistema de sincronizacidon del trafico de proteinas fue disefiado para estudiar la
ruta biosintética en células epiteliales como las células MDCKs (Madin-Darby canine kidney
cells) (Thuenauer 2014). Un sistema similar de sincronizacion también ha sido utilizado en
neuronas (Al-Bassam 2012). El constructo TR-GFP-FM para sincronizar el trafico de este
receptor fue clonado y donado generosamente para este proyecto por el laboratorio del Dr.
Céceres (Instituto Ferreyra). Debido a que el funcionamiento de este constructo particular
no se ha caracterizado exhaustivamente; se estudiaron los niveles basales de expresién de
esta proteina de fusion previo a la administracidon del agente desagregante DD-Solubilizer
(TO, Figura 10). Luego de 16 horas de expresion, la distribucion de TR-GFP-FM es de difusa a
punteada en el citoplasma, compatible con una marca de reticulo endoplasmico (RE). Esta
marca es intensa en el soma aunque también se extiende en los procesos neuronales
siguiendo un patrén similar a la localizacion del RE (Figura 10A). La marca de TR-GFP-FM a
este tiempo es variable en distintas neuronas de las mismas condiciones experimentales
(datos no mostrados).

Los tratamientos con pBDNF Val (20ng/ml), pBDNF Met (20ng/ml), o vehiculo (PBS)
durante las 16 horas post-transfeccién, no afectaron significativamente los niveles de
expresion basales de TR-GFP-FM (Figura 10A, B). Adicionalmente, se realizé un analisis
poblacional (descrito en materiales y métodos) en el que se cuantificd la proporcion de
neuronas que presentan la proteina TR-GFP-FM anclada en el RE a TO. Como era de esperar,
antes de la administracion de la droga desagregante virtualmente todas las neuronas
transfectadas tienen TR-GFP-FM retenido en el RE y la proteina no ha sido aun liberada a la
ruta biosintética (Figura 10C). La administracion de pBDNF Val o pBDNF Met no afectd esta

proporcion (Figura 10C).
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Figura 10. Utilizacién del sistema de sincronizacion de la via exocitica del receptor de transferrina (TR) en
neuronas hipocampales. A- Imagenes representativas de microscopia confocal en las que se puede observar
la marca para TR-GFP-FM, GalT2 (proteina residente del aparato de Golgi) y MAP2 (marcador de dendritas) en
los distintos tratamientos (pBDNF Val, pBDNF Met y vehiculo como control) antes de la administracién de la
droga desagregante DD Solubilizer (T0). B- Cuantificacion de la intensidad de TR-GFP-FM en el reticulo
endopldsmico (RE) a TO. C- Andlisis poblacional de la proporcién de neuronas con TR-GFP-FM en el RE o en
compartimientos posteriores a TO.

pBDNF Met no afecta el transporte del receptor de transferrina (TR) entre el reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi

Nuestro grupo ha reportado que la administracion de pBDNF Met genera cambios
estructurales en neuronas (Anastasia 2013; Giza 2018), sin embargo los mecanismos
subyacentes son desconocidos. Alteraciones en el trafico de proteinas pueden resultar en
cambios de la citoarquitectura neuronal. Por lo tanto, como una primera aproximacion,
decidimos estudiar si pBDNF Met altera el trafico de proteinas entre el RE y el aparato de
Golgi. Neuronas hipocampales de 8DIV fueron transfectadas con TR-GFP-FM, la proteina se

expreso por 16hs, y durante todo ese periodo las células estuvieron en presencia de pBDNF
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Val (20ng/ml), pBDNF Met (20ng/ml) o vehiculo (PBS). La proteina GalT2-mCherry fue co-

transfectada para marcar el aparato de Golgi. Las neuronas fueron fijadas 15 minutos luego

de la administraciéon del agente desagregante DD-Solubilizer. A este tiempo luego de la

liberacion de la ruta biosintética, TR-GFP colocaliza ampliamente con GalT2-mCherry

demostrando que la proteina se encuentra en este compartimiento celular. La

administraciéon de pBDNF Val o pBDNF Met no afecté la intensidad de TR-GFP en el aparato

de Golgi (Figura 11), ni la proporcion de neuronas con TR-GFP en este compartimiento

(Figura 11).
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Figura 11. pBDNF Met no afectan el transporte del receptor de transferrina (TR) entre el reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi. A- Imagenes representativas de microscopia confocal en las que
se puede observar la marca para TR-GFP-FM, GalT2 (proteina residente del aparato de Golgi) y MAP2
(marcador de dendritas) en los distintos tratamientos (pBDNF Val, pBDNF Met y vehiculo como control) 15
minutos después de la administracidn de la droga desagregante DD Solubilizer (T15). B- Cuantificacién de la
intensidad de TR-GFP-FM en el aparato de Golgi a T15. C- Analisis poblacional de la proporciéon de
neuronas con TR-GFP-FM entre el RE y aparato de Golgi (o en otras palabras, neuronas que todavia no han

vaciado del todo su RE), o con toda la proteina en el Golgi.
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pBDNF Met no afectan la salida del receptor de transferrina (TR) del aparato de Golgi
Como se menciond previamente, se ha reportado que el polimorfismo Val66Met
afecta el trafico intracelular y la secrecién regulada de mBDNF. Se ha propuesto que estos
efectos se deben a una menor interaccion de proBDNF Met con la chaperona sortilina
(comparado con la variante Val) y que resultan en menor transporte de esta proteina desde
al aparato de Golgi. Sin embargo, se desconoce si el pPBDNF Met secretado por estas
neuronas es un mecanismo adicional que puede estar afectando la ruta exocitica y la salida
de proteinas del aparato de Golgi. Para poner a prueba esta hipdtesis se estudid si pBDNF
Met altera la salida de proteinas del aparato de Golgi a los procesos neuronales. Neuronas
hipocampales de 8DIV fueron transfectadas con TR-GFP-FM, la proteina se expreso por 16hs,
y durante todo ese tiempo estuvieron en presencia de pBDNF Val (20ng/ml), pBDNF Met
(20ng/ml) o vehiculo (PBS). La proteina GalT2-mCherry fue co-transfectada para marcar el
aparato de Golgi y se inmunodetect6 MAP2 para visualizar las dendritas. Las neuronas
fueron fijadas 60 minutos luego de la administracién del agente desagregante DD-
Solubilizer. A este tiempo se pueden detectar vesiculas conteniendo TR-GFP que se han
desprendido del aparato de Golgi y que se distribuyen por todos los procesos. Cabe aclarar
que en T60, el aparato de Golgi aln no se ha vaciado y muestra una cantidad significativa de
proteina remanente. Se cuantificé la intensidad de TR-GFP en el aparato de Golgi
(seleccionado con una mascara de GalT2-mCherry), y mediante el plugin Plot Profile de FlI
se cuantificéd la intensidad de TR-GFP-FM promedio de las primeras 50 um de diferentes
dendritas seleccionadas al azar de cada neurona (Figura 12). Ademas, se realizd un analisis
poblacional para estudiar la proporcién de neuronas en las cuales TR-GFP fue retenido en el
Golgi y las que tienen vesiculas con la proteina de fusidén en los procesos a T60. Contrario a lo
esperado, pBDNF Met no afecta la intensidad de TR-GFP en el Golgi a este tiempo, y

tampoco altera la salida de vesiculas desde el aparato de Golgi a los procesos (Figura 12).
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Figura 12. pPBDNF Met no afectan la salida del receptor de transferrina (TR) del aparato de Golgi. A- Imagenes
representativas de microscopia confocal en las que se puede observar la marca para TR-GFP-FM, GalT2
(proteina residente del aparato de Golgi) y MAP2 (marcador de dendritas) en los distintos tratamientos
(pBDNF Val, pBDNF Met y vehiculo como control) 60 minutos después de la administracién de la droga
desagregante DD-Solubilizer (T60). B- Cuantificacidn de la intensidad de TR-GFP-FM en los procesos neuronales
utilizando el plug in Plot Profile (FIJI) a T60. Se cuantificé la intensidad de GFP en las primeras 50um de los
procesos comenzando desde el soma. C- Cuantificacion de la intensidad de TR-GFP-FM en el aparato de Golgi a
T60. D- Analisis poblacional de la proporcion de neuronas con TR-GFP-FM retenido o demorado en el aparato
de Golgi (o en otras palabras, neuronas en las que la proteina aliin no ha comenzado a salir del Golgi), o con la
proteina en vesiculas emergiendo del aparato de Golgi y cubriendo los procesos.

29



Tesina — Ovejero

Utilizacion del sistema de sincronizacion de la via exocitica del receptor p75NTR en
neuronas hipocampales

Para estudiar el posible impacto de a-sinucleina en el trafico intracelular, se estudié
como proteina modelo en el presente trabajo a al receptor p75NTR. El constructo p75NTR-
GFP-FM fue clonado y donado generosamente para este proyecto por el laboratorio del Dr.
Caceres (Instituto Ferreyra). Al igual que el constructo TR-GFP-FM, la expresion del vector
p75NTR-GFP-FM aln no ha sido caracterizada exhaustivamente en neuronas. Como primer
analisis, se estudiaron los niveles basales de expresidn de esta proteina de fusidn previo a la
administracion del agente desagregante DD-Solubilizer (TO, Figura 13). Luego de 8 horas de
expresion en neuronas hipocampales de 8DIV, la distribucién de p75NTR-GFP-FM se observa
punteada en el citoplasma, compatible con una marca de reticulo endopldsmico (RE). Esta
marca es intensa en el soma aunque también se extiende en los procesos neuronales
siguiendo un patrén similar a la localizacion del RE (Figura 13). Se eligié este tiempo de
expresion debido a que tiempos mas largos (16 horas) resultan en unos pocos agregados
extremadamente intensos en el citoplasma que no se corresponden con una marca de RE
(datos no mostrados). Como se puede apreciar en las micrografias (Figura 13) la marca de
p75NTR-GFP-FM a este tiempo es variable en distintas neuronas.

Para determinar si a-sinucleina afecta la expresién basal de p75NTR-GFP-FM en
neuronas, se co-expreso el vector de sincronizacién junto a un vector que codifica para esta
proteina (o un plasmido vacio como control, tiempo de expresién 8 horas). La expresion de
a-sinucleina, que fue significativa a las 8hs post-transfeccion (Figura 7), no modifica los
niveles de expresion basales de p75NTR-GFP-FM (Figura 13A, B). Adicionalmente se realizé
un analisis poblacional (descrito en materiales y métodos) en el que se cuantificé la
proporcién de neuronas que presentan la proteina p75NTR-GFP-FM anclada en el RE a TO.
Como era de esperar, antes de la administracion de la droga desagregante virtualmente
todas las neuronas transfectadas tienen p75NTR-GFP-FM retenido en el RE y la proteina no
ha sido liberado a la ruta biosintética (Figura 13C). La expresién de a-sinucleina no afecta los

resultados de este analisis poblacional (Figura 13C).
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Figura 13. Utilizacion del sistema de sincronizaciéon de la via exocitica del receptor p75NTR en neuronas
hipocampales. A- Imagenes representativas de microscopia confocal en las que se puede observar la marca
para p75NTR-GFP-FM, GalNac (proteina residente del aparato de Golgi) y MAP2 (marcador de dendritas) en
los distintos tratamientos (expresion de a-sinucleina o el vector vacio como control) antes de la
administracion de la droga desagregante DD-Solubilizer (T0). B- Cuantificacion de la intensidad de p75NTR-
GFP-FM en el reticulo endopldsmico (RE) a TO. C- Andlisis poblacional de la proporciéon de neuronas con
p75NTR-GFP-FM en el RE o en compartimientos posteriores a TO.

a-sinucleina induce un retraso en el transporte de p75NTR entre reticulo endoplasmico
(RE) y el aparato de Golgi

Una de las hipdtesis de la patogénesis de la enfermedad de Parkinson postula que
defectos en el transporte intracelular conllevan a la muerte de neuronas dopaminérgicas. De
acuerdo con esta hipdtesis, se ha reportado que a sinucleina bloquea el trafico vesicular
entre ER y el aparato de Golgi en levaduras (Cooper 2006). Sin embargo, estos resultados no

han sido replicados en neuronas. Por lo tanto, estudiamos utilizando el sistema de
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sincronizacion y la proteina p75NTR como modelo, si la expresién de a-sinucleina afecta el
trafico entre estas dos organelas en neuronas hipocampales. Para este objetivo se
transfectaron neuronas hipocampales de 8DIV con el constructo p75NTR-GFP-FM, un vector
que expresa la proteina residente del Golgi GalNac (unida al fluoréforo CFP), y a-sinucleina
(o el vector vacio como control). Como se determiné para TR-GFP-FM, a los 15 minutos
luego de la adicién de la droga desagregante, p75NTR-GFP-FM se encuentra ampliamente
colocalizado con GalNac demostrando que fue transportado a este compartimiento. La
expresion de a-sinucleina no afecté la intensidad de p75NTR-GFP en el aparato de Golgi
(Figura 14A, B). Posteriormente se realizdé un analisis poblacional de la proporcién de
neuronas con p75NTR-GFP en el aparto de Golgi, e interesantemente se encontré que en los
cultivos que expresan a-sinucleina hay una mayor proporcién de neuronas con p75NTR-GFP
aun en reticulo endoplasmico comparadas con el control, sugiriendo que en estas células

hay un retraso en el transporte vesicular al aparato de Golgi.

T15 - Trafico RE/Golgi p75NTR-GFP-FM % a-sinucleina

p75-FM

MAP2

Figura 14. a-sinucleina
Control a-sinucleina 7 induce un retraso en el
transporte de p75NTR
120 entre reticulo
— endoplasmico (RE) y el
% aparato de Golgi. A-
(3 80 4 i Imagenes representativas
) de microscopia confocal en
601 las que se puede observar la
P marca para p75NTR-GFP-
© FM, GalNac (proteina
20 1 residente del aparato de
Golgi) y MAP2 (marcador de
Control a-sinucleina dendritas) en los distintos
tratamientos (expresion de
C 100 = ] a-sinucleina o el vector
901 vacio como control) 15
32: - minutos después de la
60 Kl administracién de la droga
504 desagregante DD Solubilizer
401 (T15). B- Cuantificacion de
301 la intensidad de p75NTR-
20 GFP-FM en el aparato de
101 Golgi a T15. C- Analisis
Control a-sinucleina poblacional de la

10um 10um [] con p75 entre RE y Golgi proporcion de neuronas con
L [ con p75 en aparato de Golgi p75NTR-GFP-FM entre el RE

y aparato de Golgi (o en
otras palabras, neuronas
que todavia no han vaciado
del todo su RE), o con toda
la proteina en el Golgi. Se
observa una diferencia
32 significativa (*p=0,0006)

Intensidad

10um 10um
— — 40

GalNac

10um 10um

Porcentaje de células

Merge

10um 10um




Tesina — Ovejero

a-sinucleina induce un retraso en salida de vesiculas del aparato de Golgi a los procesos
neuronales

Para estudiar si la sobreexpresion de a-sinucleina altera la salida de vesiculas desde
el aparato de Golgi a los procesos neuronales, se transfectaron neuronas de 8DIV con
p75NTR-GFP-FM, la proteina GalNac-CFP para marcar el aparato de Golgi, y posteriormente
se inmunodetectd MAP2 para visualizar las dendritas. Luego de 8 horas de expresién y de 60
minutos de liberada la ruta secretoria mediante la adiciéon de la droga desagregante DD-
Solubilizer, se distinguen vesiculas un tanto tubulares que emergen del aparato de Golgi y
cubren una gran parte de los procesos neuronales. Cabe aclarar que en T60, el aparato de
Golgi aun no se ha vaciado y muestra una cantidad significativa de proteina. Se cuantificé la
intensidad de p75NTR-GFP en el aparato de Golgi (seleccionado con una mascara de GalNac-
CFP), y mediante el plugin Plot Profile de FlJI se cuantificé la intensidad de p75NTR-GFP
promedio de las primeras 50 um de diferentes dendritas seleccionadas al azar de cada
neurona (Figura 15). Interesantemente, la expresion de a-sinucleina indujo una marcada
disminucion en la intensidad de p75NTR-GFP en los procesos (Figura 15A, B). Este resultado
se puede interpretar como una disminucidn o retraso en la salida de vesiculas del aparato de
Golgi. También se observé en este tiempo (T60) que hay una disminucién significativa de la
intensidad de p75NTR-GFP en el aparato de Golgi (Figura 15A, C) que puede deberse al
retraso o bloqueo parcial que hubo en el transporte entre el RE y el aparato de Golgi (Figura
14C).

Ademas, se realizé un analisis poblacional para estudiar la proporcién de neuronas en
las cuales p75NTR-GFP fue retenido en el aparato de Golgi en T60, y la proporcion de
neuronas que tienen vesiculas con la proteina de fusidn en los procesos a este tiempo luego
de la liberacion de la via exocitica. No se observaron cambios significativos inducidos por a-

sinucleina en estas proporciones (Figura 15D).

33



Tesina — Ovejero

T60 - Trafico Golgi/procesos p75NTR-GFP-FM * a-sinucleina

B 1201
. , 1004
A Control a-sinucleina "
Q @ 801 *
Q
T g T
—
s T & 601
T Sw
O 2=
c J
~ 8 QCJ 40
o <
204
30um
: 0 r ]
Control a-sinucleina
C 140
(@]
g 120 4
© —_
U] D 100
o© ©
o O
T 80
)
[ v *
g0 w0 =
S o
g 40 4
~ 20 1
I
s 0 T
Control a-sinucleina
D 1001 e =
% 90 |
5 80 —]
N} 4
b 70
@ 60
(0] B 504
[@)] -
aet © 404
o T 301
= 1]
O 201
| .
DC_> 10
0

30um|

Control  a-sinucleina

[ con p75 retenido en Golgi
[[] con p75 entre Golgi y procesos

Figura 15. a-sinucleina induce un retraso en salida de vesiculas del aparato de Golgi a los procesos
neuronales. A- Imagenes representativas de microscopia confocal en las que se puede observar la marca para
p75NTR-GFP-FM, GalNac (proteina residente del aparato de Golgi) y MAP2 (marcador de dendritas) en los
distintos tratamientos (expresién de a-sinucleina o el vector vacio como control) 60 minutos después de la
administracion de la droga desagregante DD-Solubilizer (T60). B- Cuantificacién de la intensidad de p75NTR-
GFP-FM en los procesos neuronales utilizando el plug in Plot Profile (FIJI) a T60 donde se observa una
diferencia significativa (*p= 0,0005). Se cuantificé la intensidad de GFP en las primeras 50um de los procesos
comenzando desde el soma. C- Cuantificacion de la intensidad de p75NTR-GFP-FM en el aparato de Golgi a
T60 donde también se observa una diferencia significativa (*p<0,0001). D- Andlisis poblacional de la
proporcion de neuronas con p75NTR-GFP-FM retenido o demorado en el aparato de Golgi (o en otras
palabras, neuronas en las que la proteina aun no ha comenzado a salir del Golgi), o con la proteina en
vesiculas emergiendo del aparato de Golgi y cubriendo los procesos. No se detectaron diferencias

e
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Discusién

Una de las hipétesis sobre las causas de la enfermedad de Parkinson (EP) postula que
defectos en el transporte intracelular debidos a causas genéticas y/o ambientales podrian
ser eventos iniciales en la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas del sistema
nigroestriatal. En este trabajo estudiamos si dos proteinas que se encuentran en mayor o
menor medida asociadas a la EP, pBDNF Met y a-sinucleina, afectan el trafico de proteinas
en la ruta biosintética y de esta manera participan en la patogénesis de esta enfermedad.
Para ello, hemos utilizado un sistema de ultima generacién de sincronizacién de vesiculas de
transporte en neuronas en cultivo. Utilizando esta tecnologia, no se detecté evidencia de
que el pPBDNF Met suministrado al medio de cultivo como un ligando, genere alteraciones en
el transporte intracelular. Sin embargo, encontramos que la expresion de a-sinucleina altera
la dindmica de la ruta secretoria retrasando el transporte de proteinas entre el reticulo
endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi, y entre éste ultimo y los procesos neuronales.

A pesar de que la EP ocurre por degeneracién de neuronas dopaminérgicas, en este
trabajo utilizamos como una primera aproximacién cultivos primarios de neuronas
hipocampales por su facilidad de cultivo y porque los constructos transfectados para
sincronizar la ruta biosintética han sido validados en este tipo neuronal (resultados no
publicados del Dr. Bisbal (Instituto Ferreyra), y de nuestro laboratorio). Esta aproximacién
presenta obvias limitaciones ya que, como se mencioné con anterioridad, dentro de las
neuronas dopaminérgicas se llevan a cabo vias metabdlicas Unicas que no se encuentran en
otros tipos neuronales como las hipocampales. Por ejemplo, el metabolismo de la dopamina
genera especies toéxicas que podrian susceptibilizar a estas neuronas que, interactuando con
los efectos de a-sinucleina y/o pBDNF Met, pueden exacerbar los defectos en el transporte
de vesiculas y la toxicidad. Por estas razones, experimentos futuros que exceden el presente
trabajo, serdn realizados en neuronas dopaminérgicas provenientes de cultivos
mesencefalicos que son mas relevantes para la EP; sin embargo, estos presentan ciertas
desventajas como la dificultad de cultivo, que son heterogéneos con solo un 4-6% de
neuronas dopaminérgicas, y que el trafico intracelular no ha sido caracterizado en detalle en
este tipo neuronal. Para poder expresar a-sinucleina, pBDNF Met, y los constructos de
sincronizacion de proteinas en esta subpoblacién de neuronas dopaminérgicas en dicho

cultivo primario, estamos clonando estas proteinas en vectores lentivirales para poder
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infectar la mayoria de las neuronas del cultivo de mesencéfalo ventral y asi alcanzar a la
subpoblacién dopaminérgica. De esta manera, lograremos repetir nuestros experimentos en

un modelo con mucha mayor relevancia para la enfermedad de Parkinson.

Se conoce que el polimorfismo Val66Met en el gen de BDNF afecta la liberacion
regulada por actividad de mBDNF (Chen 2005; Chen 2006). Se ha publicado que esta
disminucion en la secrecion de este factor tréfico se debe a que proBDNF Met (variante
polimérfica de la proteina precursora de mBDNF y pBDNF) muestra una interaccién
diferencial con la chaperona sortilina que participa de su trafico intracelular (Chen 2005;
Chen 2006). Por lo tanto, se ha sugerido que al menos parte del mecanismo molecular por el
cual los pacientes portadores del polimorfismo tienen mayor incidencia de enfermedades
psiquiatricas y neurodegenerativas, pueden deberse a una menor secrecion de mBDNF. Esto
podria resultar en una menor activacion del receptor TrkB, y de esta manera afectaria la
sobrevida y plasticidad neuronal. Ademds de este mecanismo patogénico propuesto de
pérdida de funcién de mBDNF-TrkB, desde el descubrimiento de pBDNF en el cerebro como
un ligando independiente (Anastasia 2013), se ha planteado a esta molécula de sefalizaciéon
como un mecanismo adicional que altera la plasticidad neuronal. Sin embargo, en nuestros
experimentos no pudimos detectar alteraciones en el trafico intracelular inducidos por la
administracion de pBDNF Met en dosis fisioldgicas al medio de cultivo.

Recientemente hemos encontrado que pBDNF Met multimeriza en presencia de zinc
formando agregados que son de mayores dimensiones y mas estables que los de pBDNF Val
(manuscrito en preparaciéon de nuestro laboratorio). Este ion estd presente en distintas
cantidades en distintos compartimientos de la ruta secretoria. Por lo tanto, una posibilidad
es que el polimorfismo Val66Met esté afectando la ruta biosintética mediante un
incremento de la agregacion de la variante Met con zinc y de esta manera esté impidiendo la
salida normal de vesiculas del aparato de Golgi. Ademads, estos agregados podrian estar
secuestrando otras proteinas y consecuentemente afectando la homeostasis neuronal. Por
estas razones, estamos interesados en estudiar los efectos del polimorfismo Val66Met en el
trafico intracelular de proteinas cuando el mismo pBDNF Met se encuentra presente en los
compartimientos de la via exocitica (ya sea enddgeno o sobreexpresado), y no sélo como un
ligando suministrado al medio de cultivo como hemos experimentado en el presente
trabajo. Para estos estudios, tenemos en el bioterio del Instituto Ferreyra (INIMEC-CONICET-

UNC) ratones knock-in que expresan la variante Met o Val de pBDNF bajo el control de los
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promotores endégenos de BDNF (donados generosamente por el Dr. Francis S. Lee, Cornell
University, Nueva York, USA), a partir de los cuales vamos a realizar cultivos primarios de
neuronas hipocampales y dopaminérgicas y transfectar con los constructos de sincronizacion
de la ruta biosintética. En estas neuronas estudiaremos la dinamica del trafico intracelular.
Ademas, actualmente estamos realizando el clonado de los vectores necesarios para poder
sobreexpresar (mediante infeccidén y transfeccién) pBDNF Val y Met, y también estudiar la

dinamica de transporte de vesiculas en cultivos neuronales.

La acumulacién de a-sinucleina y/o su mal plegamiento estan altamente asociadas al
desarrollo de la EP. Se han propuesto varios mecanismos patogénicos para a-sinucleina, sin
embargo, no se ha estudiado en detalle cdmo el incremento de niveles de esta proteina
puede afectar la ruta biosintética en neuronas. En este trabajo hemos detectado que a-
sinucleina induce un retraso significativo en el transporte del receptor p75NTR entre el RE y
el aparto de Golgi, y entre este ultimo compartimiento y los procesos neuronales. Por ahora,
solo hemos estudiado los efectos de a-sinucleina en el transporte de este receptor como
proteina modelo, pero actualmente estamos realizando experimentos para estudiar los
efectos de a-sinucleina en el trafico del receptor de transferrina para corroborar si es un
efecto generalizado en el transporte de vesiculas o dependiente del receptor.

Entre las posibles explicaciones a este retraso en el trafico intracelular mediado por
a-sinucleina se puede mencionar: (1) una disminucién en la salida de vesiculas del RE, (2)
menor fusion de vesiculas provenientes del RE al aparato de Golgi, (3) una menor salida de
vesiculas del aparato de Golgi, (4) que a-sinucleina interactie con membranas lipidicas y
afecte su fisiologia, y (5) que a-sinucleina promueva estrés de RE. A continuacion se
discutirdn estas posibilidades junto con evidencia reportada por otros grupos de
investigacion.

Lindquist y colaboradores encontraron en levaduras que a-sinucleina induce un
retraso en el trafico de proteinas entre el RE y el aparato de Golgi (Cooper 2006). Estos
investigadores propusieron que esta demora es producto de que la expresiéon de a-
sinucleina induce una reduccién de la fusion entre las vesiculas que salen del RE con la
membrana del aparato de Golgi. Ademds, encontraron, de nuevo en levaduras, que este
efecto puede ser revertido por ciertas proteinas de trafico de membrana que actdan en este
paso de la ruta exocitica como Rab1, que coordina el anclaje de las vesiculas entre el RE y el

aparato de Golgi, y Yktép, una proteina SNARE que media la fusidon de vesiculas también
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entre estos dos compartimientos (Cooper 2006). Simultaneamente, observaron que Rably
Ykt6p disminuyen la toxicidad de a-sinucleina sugiriendo que los defectos en el transporte
de vesiculas entre el RE y el aparato de Golgi estan involucrados en los mecanismos
neurodegenerativos inducidos por esta proteina. Nuestros resultados confirman, por
primera vez en neuronas, que o-sinucleina afecta el transporte RE-Golgi (Figura 14).
Interesantemente, en los estudios poblacionales que se realizaron a los 15 minutos luego de
liberada la ruta biosintética y luego de la expresidon de a-sinucleina (T15, Figura 14), se
observd una menor proporcidon de neuronas con p75-GFP-FM en el aparato de Golgi. Este
resultado sugiere que los cultivos primarios de neuronas hipocampales pueden tener
subpoblaciones que se vean mas afectadas por a-sinucleina que otras. Se desconoce el
origen de esta variabilidad.

También encontramos que a-sinucleina induce un retraso en la salida de vesiculas
desde el aparato de Golgi hacia los procesos neuronales (a T60 luego de la desagregacion,
Figura 15). Esta demora podria estar relacionada al retraso en el paso previo de la via (RE-
Golgi), o deberse a algin mecanismo adicional de bloqueo o demora de la salida de vesiculas
del aparato de Golgi a los procesos. Publicaciones recientes aportan a este interrogante: la
toxicidad inducida por la expresidn de a-sinucleina puede ser prevenida por proteinas cuyas
funciones estan en pasos posteriores al transporte entre el RE y el aparato de Golgi. Entre
estas se puede mencionar a Rab8 y Rab3A, GTPasas involucradas en la salida de vesiculas del
Golgi a los procesos, y Rab11l, GTPasa que participa en el reciclado de endosomas (Gitler
2008; Yin 2014; Breda 2015). Por lo tanto, una posibilidad es que a-sinucleina afecte el
trafico de vesiculas entre el RE-Golgi y desde el Golgi a los procesos neuronales por distintos
mecanismos. Adicionalmente, se ha reportado que a-sinucleina podria interferir con la ruta
de transporte de proteinas modificando la curvatura de las membranas (Westphal 2013).
Esta regulacién en la curvatura de membranas resulta de la insercidn asimétrica de su hélice
anfipatica del extremo amino terminal en la bicapa lipidica. De este modo, incrementos y/o
mutaciones en a-sinucleina podrian resultar téxicos afectando todos los eventos del trafico
vesicular.

Curiosamente a los 60 minutos luego de la desagregacion de las proteinas del RE, no
se detectaron diferencias significativas en el nimero de neuronas con p75NTR-GFP-FM
retenido en el aparato de Golgi y la cantidad de neuronas que tienen vesiculas navegando
por sus procesos (Figura 15D). Una posible explicacién para esta observacion es que en este

ultimo grupo (neuronas con vesiculas en los procesos) se incluyeron en la cuantificacién a
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células que tienen pocas vesiculas recién saliendo del aparato de Golgi y células en las cuales
las vesiculas ya llegaron a los extremos de los procesos y cubren casi toda la superficie de los
mismos.

Otra posible causa de los efectos de a-sinucleina sobre la ruta biosintética, es que
esta proteina este provocando estrés de RE. El estrés de reticulo puede inducir un proceso
denominado ERAD (degradacion asociada al reticulo endoplasmico, McCracken & Brodsky
2003). El ERAD resulta en el transporte de proteinas del RE al citoplasma para su eliminacion
por el sistema de ubiquitinacién y posteriormente por protedlisis en el proteosoma. Los
efectos que se observan en este trabajo sobre el impacto de a-sinucleina sobre el transporte
de vesiculas, podria deberse a que las proteinas sean eliminadas antes de continuar su ruta
en la via exocitica y alcanzar el aparato de Golgi o los procesos neuronales.

Una consecuencia de los defectos en el trafico intracelular generados por la
expresion de a-sinucleina podria ser que no se transporten correctamente ciertas enzimas a
los lisosomas. Recientemente, Mazzulli y colaboradores (2016) encontraron que a-sinucleina
afecta el trafico de hidrolasas lisosomales. De esta manera, podria ocurrir una
retroalimentacién positiva entre el incremento de a-sinucleina y la imposibilidad de que el
lisosoma pueda eliminarla correctamente. Esta retroalimentacion podria facilitar la
multimerizacion y la toxicidad de esta proteina.

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de a-sinucleina silvestre (wild type)
en el trafico intracelular. Sin embargo, existen mutaciones en a-sinucleina asociadas a la EP
como la Ala53Thr. En la publicacién de Lindquist y colaboradores (Cooper 2006) los autores
encontraron que la expresiéon de a-sinucleina silvestre y la mutante Ala53Thr afectan de
manera similar la ruta biosintética en levaduras, sin embargo se desconoce si ambas
variantes tienen el mismo efecto en neuronas. Realizaremos experimentos para comparar el
impacto de estas dos versiones de a-sinucleina en el trafico intracelular en neuronas.

Los experimentos presentados en este trabajo y los propuestos para estudios futuros
permitiran proponer un mecanismo celular que podria contribuir al desarrollo de la

enfermedad de Parkinson que afecta a un porcentaje significativo de la poblacién mundial.
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