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Abreviaturas y Nomenclatura

Abreviaturas y Nomenclatura

*NO:: Radical didxido de nitrogeno
APS: Persulfato de amonio

Arg, R: L-Arginina

Asp, E: Acido L-Aspartico

aSyn XL: a-Sinucleina entrecruzada
aSyn: a-Sinucleina

CL: Cardiolipina

C-term: C-terminal

Cys, C: L-Cisteina

DA: Dopamina

DiTyr: 3,3-DiTirosina

DLB: Demencia con cuerpo de Lewy
DLS: Dispersion de Luz Dinamica
EP: Enfermedad de Parkinson

EPC: Fosfatidilcolina

ESI: lonizacién por electrospray
GdH: Glutamato deshidrogenasa
Glu, E: Acido L-Glutamico

HEWL.: Lisozima

His, H: L-Histidina

I-FABP: Proteina de unién a acido graso
intestinal

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
LB: Cuerpos de Lewy

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplado a

espectrometria de masas en tandem
LdH: Lactato deshidrogenasa

LFQ: Cuantificacion libre de marca
LN: Neuritas de Lewy

LPS: Lipopolisacarido bacteriano

Lys, K: L-Lisina

Met, M: L-Metionina

MOPS: Acido 3-(N-Morfolino) propano

sulfénico

MS: Espectrometria de masas

MSA: Atrofia Multisistémica

NAC: Componente no amiloideo

NaNO:: Nitrito de sodio

N-aSyn: a-Sinucleina nitrada

NitroTrp: Nitro-Triptéfano

NitroTyr: 3-Nitro-Tirosina

N-term: N-terminal

Phe, F: L-Fenilalanina

PIC: Entrecruzamiento foto-inducible
PICUP: Entrecruzamiento foto-inducible de
proteinas no modificadas

PS: Fosfatidilserina

PTM: Modificaciones postraduccionales
RA: Acido retinoico

RMR: Grado de modificacion de residuo
RNR: Grado de nitracién de residuo

RNS: Especies reactivas de nitrogeno
ROS: Especies reactivas de oxigeno

RSA: Area relativa accesible al solvente
Ru(bpy):*% Ru(bpy)s:*3: cation (+2)/(+3) tris
(2,2 -bipiridina)-Rutenio(ll)

Ru(bpy)sCl.: Cloruro de tris (2,2 -bipiridina)-
Rutenio(ll)

SASA: Area accesible al solvente

SUV: Vesiculas unilamelares pequenas
TioT: Tioflavina T

Trp, W: L-Triptéfano

Tyr, Y: L-Tirosina

Tyr®: Radical Tirosilo

WST-1: 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio

WST-8: 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio
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Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) se incluye dentro de un grupo de patologias
neurodegenerativas conocidas como Sinucleopatias, cuya principal caracteristica es la presencia de
agregados amiloides de la proteina a-Sinucleina (aSyn). Se ha vinculado una ganancia de funcion
téxica por parte de aSyn con el desarrollo y progreso de la EP. Sin embargo, la identidad de las
especies téxicas de aSyn es aun desconocida. En este contexto, varias modificaciones
postraduccionales (PTM) asociadas al estrés oxidativo podrian ser potenciales moduladores de la
fisiopatologia de aSyn en neuronas. Asi, el presente trabajo se centra en la generacién vy
caracterizacion de especies modificadas de aSyn en residuos de Tirosina (Tyr), con el propdsito de
dilucidar sus roles en la EP y otras Sinucleopatias.

Inicialmente, nos enfocamos en la optimizacién de las condiciones para la nitracion vy
entrecruzamiento de Tyr libre por métodos fotoquimicos que usan Rutenio (ll) Tris (bipiridina) como
fotosensibilizador, incluyendo el andlisis de reacciones secundarias y la interferencia de otros
aminoacidos. Previo al empleo en aSyn, confirmamos la capacidad del método PICUP modificado
para la nitracion de proteinas modelo mediante técnicas espectroscopicas y espectrometria de
masas.

Modificamos aSyn recombinante empleando los métodos foto-inducibles optimizados vy
caracterizamos las especies generadas por espectroscopia y espectrometria de masas. Se
analizaron tres conformaciones alternativas: aSyn desordenada libre en solucién, unida a vesiculas
unilamelares pequenas (ricas en estructura de hélice), y formando parte de fibras amiloides (ricas en
estructura cross-B). Los entrecruzamientos de aSyn libre en solucién involucraron principalmente a
Y39y residuos del C-terminal (Y133 0 Y136). Por otro lado, todos los residuos de Tyr se identificaron
como nitrados, siendo Y125 el mas susceptible a la nitracion. Tanto al interaccionar con vesiculas
anidnicas, como cuando forma parte de agregados amiloides, la modificacion de Yss se vio
restringida. La nitracion de residuos del C-terminal sélo se redujo en presencia de vesiculas
anionicas, no asi en el caso de los agregados. Estos resultados resaltan que la susceptibilidad de
los residuos de Tyr a ser oxidados depende de su estado conformacional y de los componentes con
los que interactuan, sugiriendo un mecanismo para la aparicion de variantes con diferentes PTM y
potenciales especies toxicas.

Finalmente, las especies modificadas de aSyn se analizaron en términos de su capacidad de
agregar, interaccionar con membranas y promover la citotoxicidad. Las especies nitradas vy
entrecruzadas no mostraron capacidad de agregar y bloquearon la tendencia a la agregacion de la
proteina sin modificar. Ademas, también se observé la alteracion de la interaccion con membranas.

Por ultimo, estas especies no exhibieron un comportamiento toxico en células BV-2; por otro lado, la
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variante nitrada resulté ser téxica para las células SH-SY5Y diferenciadas, aunque no se observaron
diferencias con respecto a la proteina sin modificar.

En conclusion, modificaciones particulares, como la nitracion de Ysgy el entrecruzamiento Yso-
Y1331136, podrian ser responsables de cambios conformacionales y funcionales que lleven a la
ganancia de funcién toxica de aSyn. Si estas modificaciones pudiesen ser efectivamente
correlacionadas con rasgos patolégicos a nivel subcelular y/o con la progresién de la EP, su
identificacion en muestras biolégicas complejas podria ser empleado para el desarrollo de
herramientas innovadoras para el diagnéstico temprano de Sinucleopatias, su monitoreo, y la

evaluacion de la eficacia de potenciales tratamiento.
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Parkinson’s disease (PD) is included in a group of neurodegenerative pathologies known as
Synucleinopathies, whose main feature is the presence of amyloid aggregates of a-Synuclein (aSyn).
A gain of toxic function by aSyn has been largely linked to their development and progress. However,
the identity of aSyn toxic species remains elusive. In this context, several oxidative stress related
post-translational modifications (PTMs) could be possible modulators of the physiopathology of aSyn
in neurons. Thus, the present work focuses on the generation and characterization of modified
species of aSyn on Tyrosine (Tyr) residues in order to elucidate their specific role in PD and other
Synucleinopathies.

Firstly, we center on the optimization of conditions for nitration and crosslinking of free Tyr
amino acids by photochemical methods that uses Rutheniun (Il) Tris (bipyridine) as photosensitizer,
including the analysis of putative side reactions and interference by other amino acids. Previously to
their application on aSyn, we confirmed the suitability of the modified PICUP method to nitrate
different model proteins by spectroscopic techniques and mass spectrometry.

Recombinantly expressed aSyn was then modified employing the optimized photo-induced
methods and characterized by spectroscopy and mass spectrometry. Three alternative conformations
were analyzed: disordered aSyn free in solution, bound to small unilamellar vesicles (helix-rich
structure), and amyloid fibril conformation (cross B-sheets). Tyr crosslinking of disordered aSyn
mainly involved Ysg and C-term residues Y133 or Yizs. On the other hand, Tyr nitration were identified
in all Tyr residues, being Y125 the most nitrated residue with this photo-reaction. When bound to
negatively charged vesicles, modification of Ysg is highly restricted. Similar outcome was found in the
fibrillar form. Nitration of C-term residues is only reduced when aSyn interacts with membranes with
a negative net charged, not in the unstructured C-term in fibrils. These results highlight that
susceptibility to oxidation of aSyn Tyr residues depends on its conformational state and its interacting
partners, suggesting a mechanism for the appearance of variants with differential PTMs and putative
toxic species.

Finally, the modified aSyn species were analyzed in terms of their ability to aggregate, interact
with membranes and promote cytotoxicity. The nitrated and crosslinked species were not able to
aggregate and impair aSyn wt aggregation propensity. Furthermore, membrane interaction is also
altered in the presence of nitrated and crosslinked species. Finally, these species did not showed to
be toxic for BV-2 cells; but, on the other hand, the nitrated species proved to reduce differentiated
SH-SY5Y cells viability, although no differences were detected regarding aSyn wt.

In conclusion, particular modifications, such Ysg nitration or Yse-Y133/136 crosslinking, could be
responsible for functional and conformational changes that lead to a gain of toxic function of aSyn. If

these modifications could be effectively correlated with pathological subcellular features and/or PD
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progression, their identification in complex biological samples could be employed for the development
of innovative tools for the early diagnosis of Synucleopathies, their monitoring, and the efficacy

evaluation of their treatment.
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1.1- Enfermedad de Parkinson: aspectos clinicos y factores de riesgo

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa, la segunda en
importancia luego de la enfermedad de Alzheimer, afectando a mas de 6 millones de personas a
nivel mundial segun la Fundacién Michael J. Fox (https://www.michaeljfox.org/). Debido el aumento
promedio de la expectativa de vida de la poblacion, las proyecciones estiman que el nimero de
individuos con EP sera mayor a 9 millones para el 2030 [1]. Posee una prevalencia muy baja en
personas por debajo de los 50 anos (alrededor de 41/100000), aumentando progresivamente a partir
de esa edad, desde 107/100000 en personas entre 50 y 59 afios hasta 1087/100000 en la franja
etaria de 70 a 79 [2]. Ademas, la prevalencia varia segun etnicidad, geografia e incluso género, donde
la EP es mas comun en varones que en mujeres en una proporcion aproximada 3:2 [3]. A pesar de
gue numerosos genes se han asociado a formas familiares de la enfermedad, la mayoria de los casos
son idiopaticos [4].

La EP fue descripta por primera vez en 1817 por James Parkinson y se caracteriza por la
pérdida progresiva e irreversible de las neuronas dopaminérgicas de las Susbstantia Nigra pars
compacta y sus proyecciones al cuerpo estriado, lo que ocasiona los tipicos sintomas motores:
temblor en las extremidades, bradicinesia, inestabilidad postural y rigidez [5]. Sin embargo,
actualmente se piensa que la neurodegeneracion comenzaria décadas antes de los sintomas
mencionados. Asi, se han vinculado algunos sintomas no motores, como constipacion, hiposmia y
alteraciones del suefo, que formarian parte de un periodo pre-motor del proceso de
neurodegeneracion. Posteriormente, a medida que la enfermedad progresa se suman otros sintomas
producto de la ingesta cronica de medicamentos y/o debido a que otras partes del cerebro se ven
afectadas (Fig. 1-1A) [6]. En este sentido, Braak y col. propusieron 6 etapas de desarrollo de la EP
de tipo idiopatica, comenzando en el sistema nervioso periférico (potencialmente producto de
factores medioambientales, toxinas, bacterias y/o virus), mas precisamente en neuronas del sistema
entérico y olfativas, para luego extenderse al sistema nervioso central via el nervio vago y/o el sistema
olfatorio (Fig. 1-1B) [7,8]. Las primeras 2 etapas corresponderian al periodo pre-motor, mientras que
la aparicién de los sintomas motores debido a la pérdida de neuronas dopaminérgicas podria
asignarse a las etapas 3 y 4. Finalmente, las etapas 5 y 6 estarian asociados a sintomas no-motores
de la enfermedad avanzada debido a que otras partes del cerebro, como el neocortex, se

encontrarian afectadas.
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Figura 1-1. A) Sintomas y progresion de la EP: Al dia de hoy se relacionan numerosos sintomas a la EP, incluso varios
de ellos aparecerian décadas antes de los sintomas motores. En particular, la identificacion y vinculacion de sintomas no
motores del “Periodo Pre-motor” podrian ser de vital importancia para futuros desarrollos de técnicas de diagnodstico y/o
tratamiento (Modificado de [6]). B) Hipotesis de Braak: Segun Braak y col., la neurodegeneracion comenzaria en el
sistema nervioso periférico (producto de factores que dispararian la enfermedad), mas precisamente en neuronas entéricas
y/u olfativas para luego afectar al sistema nervioso central, en sentido caudal-rostral (Modificado de [9]).

En ausencia de biomarcadores especificos que definan la enfermedad, el diagndstico se
realiza en base a la aparicion de los sintomas motores y la respuesta a los farmacos anti-
parkinsonianos. Actualmente, los tratamientos existentes tienen caracter paliativo y no revierten y/o
retardan el proceso neurodegenerativo. Las estrategias mas comunes actualmente implementadas
incluyen la administracion de farmacos que aumentan la concentracion de dopamina (DA)
intracerebral o estimulan a los receptores dopaminérgicos: levodopa, agonistas de DA, inhibidores
de monoamina oxidasa B, entre otros [4]. Sin embargo, como consecuencia de la ingesta de estos
farmacos, se han asociados diversos efectos adversos como nauseas, alucinaciones, trastornos
obsesivo-compulsivos, incluso nuevos sintomas motores, como discinesias [4].

Multiples factores de riesgo se han asociado al desarrollo de la EP, entre los que se incluyen,
factores genéticos y ambientales, comorbilidades, ingesta de medicacion, etc. Dentro de los factores
medioambientales, se ha correlacionado la exposicion a pesticidas, como rotenona y paraquat, con
la aparicion de sintomas parkinsonianos debido a que alteran la funcién mitocondrial y promueven la
formacion especies reactivas de oxigeno y nitrogeno [10]. Sintomas similares se observaron también
en individuos que consumieron la droga MPTP, cuya forma oxidada, MPP+, actia como inhibidor de
la cadena transportadora de electrones, produciendo especias reactivas, lo que evidencia la
importancia del estrés oxidativo en las patologias neurodegenerativas [11]. Ademas, en un meta-
analisis llevado a cabo por Noyce y col., se asociaron otros factores con un incremento en el riesgo
de desarrollar EP, como la vida y trabajo rural, uso de beta bloqueantes, el consumo de agua de
pozo y el dafio cerebral [12]. También el consumo de productos lacteos y algunos tipos de cancer,
como melanomas, han sido asociados [13]. Sorpresivamente, se ha correlacionado una disminucion

en el riesgo con la ingesta de cafeina, alcohol y tabaquismo, asi como también, el aumento en la
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concentracion de acido urico sérico, el uso de farmacos antihipertensivos (bloqueantes de canales
de calcio), antiinflamatorios no esteroideos (como ibuprofeno) y la actividad fisica [12—-14].

Otro aspecto a destacar es la importancia de predisposiciones genéticas en el riesgo de
desarrollar EP. Una mutacién en el gen que codifica para a-Sinucleina (aSyn), SNCA, fue la primera
en vincularse con formas heredables de EP [15]. Al dia de hoy, multiples mutaciones con herencia
autosdmica dominante se han identificado en el gen SNCA, asi como también duplicaciones y
triplicaciones génicas [6]. Ademas de SNCA, se han asociado multiples genes distribuidos en 24 foci
de relevancia clinica con un aumento en el riesgo de desarrollar EP [16]. Entre los mas destacados
se encuentran aquellos relacionados con formas monogénicas de EP con herencia autosémica
dominante, como LRKK?2 (codifica para la proteina quinasa rica en repeticiones de leucina 2), y
recesiva, como Parkin, PINK1 y DJ-1, relacionados con el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial. Otro gen importante es GBA que codifica para B-glucocerebrosidasa (proteina
deficiente en la enfermedad de Gaucher), cuyas mutaciones se han relacionado con la aparicion de

sintomas motores del tipo parkinsoniano [17].

1.2- Sinucleopatias

La EP junto con la Demencia con Cuerpo de Lewy (DLB) y la Atrofia Multisistémica (MSA)
conforman un grupo de patologias neurodegenerativas conocidas como Sinucleopatias, cuya
caracteristica histopatolégica distintiva es la presencia de agregados lipoproteicos donde el
componente proteico mayoritario es aSyn [18,19]. Estos agregados responden positivamente a la
tincion especifica de Rojo Congo y de Tioflavinas, indicando la presencia de agregados proteicos
con estructuras amiloides. Particularmente EP y DLB presentan inclusiones citoplasmaticas en
neuronas conocidos como cuerpos y neuritas de Lewy (LB y LN, de Lewy Bodies y Lewy Neurites),
mientras que en el caso de MSA, los agregados se encuentran en oligodendrocitos, formando los
cuerpos PAPP-Lantos [19]. Los principales sintomas de DLB son demencia acompafiada de
alucinaciones visuales, alteraciones de suefio y sintomas motores similares a los de EP, producto de
la neurodegeneracién nigroestriatal y neocortical [20]. Por otro lado, los sintomas relacionados a la
MSA son variables, siendo el parkinsonismo, ataxia cerebelar y fallas en el sistema auténomo
(particularmente a nivel urogenital y cardiovascular) los mas comunes. Se identifican dos tipos de
presentaciones motoras de MSA: MSA-P o con predominancia de parkinsonismo, y MSA-C o con
predominancia cerebelar. En la primera predomina la degeneracion nigroestriatal con ausencia de
respuesta a levodopa; mientras que en la segunda, los oligodendrocitos olivopontocerebelares son
los mas afectados [21]. No se descarta que estas patologias sean distintas facetas de una misma

enfermedad, cuya presentacion depende de las células y tejidos afectados.
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1.3- Estrés oxidativo y EP

Uno de los factores comunes en procesos neurodegenerativos es el estrés oxidativo, el cual
surge de un desbalance donde las especies oxidantes prevalecen sobre los antioxidantes,
promoviendo el dafio molecular de proteinas, lipidos y acidos nucleicos [22]. A modo general, el
origen de la mayoria de las especies reactivas de oxigeno (ROS) requiere la activacion de oxigeno
molecular (O.). Estas especies se generan principalmente a nivel mitocondrial, y son usualmente
productos secundarios fisiolégicos del funcionamiento de la cadena transportadora de electrones y
la generacion de ATP. Entre las especies que pueden generarse, se encuentran el radical superdxido
(O2*) y el peréxido de hidrogeno (H20) [23]. El radical superdxido es altamente reactivo y es
posteriormente reducido por Superéxido Dismutasas (SOD1 y SOD2) en H»O,, el cual, a su vez, es
convertido en H2O por Peroxidasas, Peroxiredoxinas y, en los peroxisomas, por la Catalasa (en H.O
y O2) [24]. La acumulacion de especies reactivas en la EP y otras patologias neurodegenerativas
producto de la desregulacion del balance redox lleva a la aparicion de otras especies, como el radical
oxhidrilo (*OH). Este radical puede surgir de la combinacion de O.*"y H.O, mediante la reaccion de
Haber-Weiss (0O2*~ + H20,—0,+*OH+0H") o, en presencia Fe*?, a través de la reaccion de Fenton
(H202+ Fe*? — Fe*?+ *OH + OH") [23]. Otras especies importantes derivadas del O incluyen a los
radicales alcoxilo y perodxilo (RO*® y ROQO?®, respectivamente), entre los que se destacan el radical
hidroperéxido (HO:®) y los surgidos durante las reacciones de peroxidacion de lipidos (LO® y LOO®)
[23,25]. Por otro lado, el radical 6xido nitrico (*NO) se genera in vivo por Oxido Nitrico Sintasas y
actua en diversos procesos fisioldgicos como la regulacion de la presidon sanguinea, la relajacion de
musculo liso, y en procesos inmunoldgicos, entre otros [26]. La sobreproducciéon de *NO genera el
llamado estrés nitrosativo y la generacion de especies reactivas de nitrogeno (RNS). En particular,
la reaccion entre O2°* y *NO produce el anion peroxinitrito (ONOQO), un importante agente oxidante y
nitrante, del cual deriva el radical diéxido de nitrégeno (*NO,). Otras fuentes de generacién de *NO
incluyen la reaccion de hemo-peroxidasas, la descomposicion acida de acido nitroso en el lumen
gastrico y la reacciéon de NO> y oxihemoglobina en los eritrocitos [27].

Existe abundante evidencia de que el estrés oxidativo cumpliria un rol central en el desarrollo
de la EP con un origen relacionado a la disfunciéon mitocondrial, el metabolismo de catecolaminas y
procesos neuroinflamatorios [28]. En este sentido, alteraciones de la cadena transportadora de
electrones estan directamente relacionadas con la desregulacion del balance redox, la produccion
de ROS y RNS y, eventualmente, la aparicion de sintomas de tipo parkinsonianos. Asi lo demuestran
los efectos producidos por rotenona, MPTP y su metabolito MPP+ (inhibidores del complejo | NADH
deshidrogenasa) y paraquat [10,11]. Ademas, algunos genes mutados en las formas familiares de
EP, se encuentran relacionados al mantenimiento de la homeostasis mitocondrial como PINK1, DJ-
1y Parkin [29,30].
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Por otro lado, la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en EP sugiere una conexion
entre el proceso patoldgico y el metabolismo de las catecolaminas (particularmente DA). La DA es
sintetizada a partir de Tirosina (Tyr) y es muy sensible a la oxidacion. Para evitar esto, luego de su
sintesis, es incorporada en vesiculas pre-sinapticas por el transportador de monoaminas vesicular
VMAT?2 y retenida a expensas del mantenimiento de un gradiente de pH, con un continuo gasto de
ATP. Luego de su liberacién, DA es internalizada y reempaquetada por el transportador de
membrana plasmatica DAT y VMATZ2, respectivamente. Por el contrario, la acumulacién de DA en el
citosol promueve su oxidacion mediada por la enzima Monoamina Oxidasa A (MOA), generando
DOPAL y otras quinonas, las cuales han sido vinculados con la modificacién de proteinas (entre ellas
aSyn) y la disfuncién mitocondrial, aumentando la generacion de especies reactivas [31,32].

Se cree que el proceso patoldgico de EP incluiria una etapa de propagacion de la enfermedad
de las células afectadas en primer término (neuronas dopaminérgicas) hacia las vecinas (neuroglia
y neuronas no-dopaminérgicas), pero aun los mecanismos por los cuales esto ocurriria no estan
completamente definidos. Una de las hipétesis es la liberacidon de particulas toxicas (oligdbmeros de
aSyn o exosomas que los contengan, ver mas adelante) que serian asimilados por microglia,
astrocitos y/o neuronas sanas que ahora se verian afectadas [33,34]. Otra alternativa, no excluyente,
seria la activacion de un proceso inflamatorio, por parte de la microglia, asociado a la necrosis de las
células dopaminérgicas que extenderia el estrés oxidativo a células vecinas [35]. Asi lo sugieren
estudios con muestras de pacientes [36,37] y con modelos animales [38]. Ademas, la activacion de
enzimas como la NADPH oxidasa (NOX2) en la microglia podria generar un ambiente téxico para
células vecinas, no sélo a través de la producciéon de ROS extracelular, sino también amplificando la
respuesta pro-inflamatoria, lo que podria colaborar con la progresién de la EP y otras enfermedades

neurodegenerativas [39].

1.4- o-Sinucleina

Es una pequena proteina citoplasmatica perteneciente a la familia de las sinucleinas. Las
primeras proteinas de esta familia, cuyo nombre deriva de su localizacién subcelular originalmente
descripta (nucleo y terminal pre-sinaptica), fueron identificadas en neuronas de raya eléctrica del
Pacifico (Torpedo californica) y rata (Rattus norvegicus) [40,41]. Posteriormente se encontraron las
sinucleinas humanas que constituyen una familia compuesta por las variantes a, 8 [42] y y (cuyo gen
fue originalmente denominada BCSG1, por Breast Cancer Specific Gene 1) [43].

Actualmente se conoce que los genes que codifican para estas proteinas estan ubicados en
los cromosomas 4g21.3-q22 (SNCA, a), 5q35 (SNCB, B) y 10923 (SNCG, y) [44,45]. Particularmente,
el gen SNCA esta constituido por 5 exones codificantes (2-6) y un exdén 5°-UTR. Producto del splicing

alternativo de este gen, existen varias isoformas de aSyn, de las cuales, la forma predominante y
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mas abundante esta compuesta por 140 aminoacidos (aSyn-140). Le siguen las isoformas aSyn-112
(delecién del exdn 5, aminoacidos 103-130), aSyn-126 (delecién del exén 3, aminoacidos 41-54) y
aSyn-98 (delecién de los exones 3 y 5) [46,47]. Finalmente, recientemente se identificé una quinta
isoforma, 41-aSyn, en la que la delecién de los exones 3 y 4 genera la aparicion de un codon de stop,

formando un péptido truncado del N-terminal, conformado por 41 aminoacidos [48].

1.4.1- Estructura de aSyn

Segun la secuencia primaria de la isoforma de 140 aminoacidos (Fig. 1-2A) presenta una
masa molecular de 14460,16 Da y un punto isoeléctrico de 4,67. Ademas, se reconocen 3 dominios
funcionales: la region N-terminal (1-60), rica en residuos de Lisina (Lys) e importante para la
interaccion con membranas fosfolipidicas; el dominio NAC (por componente no amiloideo 3, 61-95),
crucial para el proceso de agregacion; y la region C-terminal (96-140), principalmente desordenada,
rica en aminoacidos acidos e importante para la interaccién con metales, pequefnas moléculas y
proteinas (Fig. 1-2B) [49]. Los primeros 2/3 de su secuencia consisten en una sucesion de
segmentos repetidos imperfectos de 11 aminoacidos, que presentan la secuencia consenso
‘KTKEGV” (K(A)-T(AV)-K(V)-E(Q,T)-G(Q)-V(A)). Estos segmentos, similares a los encontrados
en apolipoproteinas, le confieren el caracter anfipatico que explicaria su habilidad de interactuar con
lipidos [9].

La conformacion que adopta aSyn es un tema aun en debate. Estudios por resonancia
magnética nuclear (NMR), dicroismo circular (CD) y espectrometria de masas (MS) han mostrado
que la proteina en solucién acuosa adopta una estructura desordenada y de conformacion extendida
[50,51]. Recientemente se demostré que aSyn existe principalmente como mondémero altamente
dinamico y desordenado en células neuronales y no neuronales, aunque adoptando una estructura
mas compacta que en buffer [52]. Sin embargo, también se ha reportado que la conformacién nativa
de la proteina podria ser un tetramero helicoidal, cuya desestabilizacién podria llevar a la agregacién
[53].
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Figura 1-2. A) Secuencia aminoacidica de aSyn: en rosa y celeste se destacan las repeticiones imperfectas, mientras
que en verde se sefala la regidon C-terminal. B) Diagrama de los dominios de aSyn y estructuras secundarias
predominantes: aSyn puede adoptar diferentes conformaciones de acuerdo al contexto. Asi puede formar hélices en
aproximadamente los primeros 2/3 de su estructura al interaccionar con micelas y/o membranas, u hojas 8 al formar
oligébmeros amiloideos.

Independientemente de la estructura que adopte aSyn en condiciones fisiolégicas, una de las
caracteristicas mas importantes de esta proteina es su flexibilidad conformacional, lo que posibilita
que aSyn adopte diferentes estructuras secundarias segun interaccione con membranas, proteinas
u otros componentes celulares (Fig. 1-2B). Asi, aSyn, al interaccionar con micelas de SDS, forma
dos hélices antiparalelas anfipaticas de tipo 3/11 (aminoacidos V3-Va7 y Kus-Tg2) conectadas por una
corta secuencia de 7 aminoacidos [54,55] (Fig. 1-3A). Mientras que al interaccionar con membranas
fosfolipidicas, en especial aquellas con una alta curvatura y abundancia de fosfolipidos acidos [56],
aSyn adopta una unica hélice curvada extendida en la regién comprendida hasta, al menos, el
aminoacido Agy [57]. En esta conformacion, la hélice se extiende de forma paralela a la membrana
de manera que los residuos cargados interaccionan con las cabezas polares de los fosfolipidos,
mientras que los residuos hidrofébicos penetran en la region de las cadenas aciladas [57]. Mas
recientemente se identifico mediante NMR que los residuos Les-G2s forman una hélice determinante
para el anclaje de aSyn a membranas, minimamente afectada por la composicion lipidica; mientras
que la region central (V26-Ko7) exhibe flexibilidad estructural y actuaria como “sensor” que modularia
la afinidad de aSyn por la membrana (Fig. 1-3B) [58]. En todos los casos, el C-terminal permanece
desordenado.

Bajo condiciones patoldgicas, los monémeros de aSyn se auto ensamblan formando largas
fibras amiloides ricas en hojas B, para lo cual la regién NAC es determinante. Esto fue originalmente

demostrado por Li y col. [59] y confirmado por el hecho de que B-Sinucleina, que en comparacion
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con aSyn no posee 11 aminodacidos (71-82) en la regién NAC, no es capaz de agregar [60]. Estudios
mediante protedlisis seguido de MS permitieron determinar que el nucleo de las fibras comprende
los aminoacidos G31-Q1o9 [61], lo que incluye la regién NAC vy, parcialmente, el N- y C-terminal.
Ademas, el analisis mediante NMR y resonancia paramagnética nuclear (EPR) establecié que las
fibras estan compuestas por protofilamentos (5 nm de diametro cada uno), en los cuales el nucleo
fibrilar de cada mondmero esta formado por hojas B paralelas en forma de serpentina, perpendicular
al eje de las fibras [62—64].

Actualmente se reconoce que los nucleos fibrilares adoptan un motivo particular denominado
cross-, donde la interdigitacion de las cadenas laterales de dos hojas 3 adyacentes forma, en el
sentido longitudinal de la fibra, una estructura conocida como cremallera estérica amiloide (Fig. 1-
3C) [65]. La estructura central de cada mondmero (Ess-Kos) estd compuesta por varias hojas 3
paralelas y en registro, estabilizadas por hetero-cremalleras estéricas, puentes salinos, una escalera
de Glu e interacciones hidrofébicas; flanqueados por segmentos N- y C-terminal menos estructurados
[66]. Ademas, reconstrucciones mediante Crio-microscopia electronica (Cryo-EM) y RMN mostraron
que los residuos del corazon fibrilar pueden adoptar diferentes topologias que dan a lugar a variados
polimorfismos. Entre ellas se destacan las topologias arco 3 curvado [67] y la llave griega [66,68,69],

las cuales definen la morfologia general de las fibras y su citotoxicidad.

A)

R

LV A

Figura 1-3. Conformaciones de aSyn. A) Estructura de NMR donde se observa las dos hélices anfipaticas de aSyn al
interaccionar con micelas (PDB 1XQ8). B) Estudio via NMR de las transiciones de aSyn al interaccionar con membranas
fosfolipidicas, desde un estado desordenado hasta la adquisicion de una hélice extendida, formada por los residuos Ke-Koz,
con el C-terminal desordenado (Imagen de [58]). C) Seccion de una fibra formada por dos protofilamentos obtenida por
Cryo-EM, cada uno formado por 5 monémeros (121 aminoacidos), los cuales adoptan una estructura cross-, donde las
hojas B (en naranja) se disponen paralelamente en forma de serpentina (PDB 6H6B). Las estructuras se muestran de forma
paralela y perpendicular al eje de la fibra, respectivamente.
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1.4.2- Localizacion, funcion y modificaciones postraduccionales de aSyn

aSyn se expresa principalmente en el cerebro, particularmente en neocortex, hipocampo,
cuerpo estriado, talamo y cerebelo. Sin embargo su expresion no se limita al SNC, sino que también
se la ha localizado en musculo, rifién, higado, pulman, corazon, testiculos, vasos sanguineos, liquido
cefalorraquideo, plasma, plaqueta, linfocitos y eritrocitos [70]. A nivel subcelular, la localizacién es
aun tema de debate. Existe amplia evidencia de que aSyn esta particularmente enriquecida en las
terminales presinapticas, aunque también se encuentran estudios del rol de aSyn asociada a otras
organelas y/o estructuras celulares. Asi, como se menciond anteriormente, aSyn se localiza en el
nucleo celular. También habria cierta interaccion con mitocondrias, reticulo endoplasmatico (RE),
Golgi e incluso proteinas del citoesqueleto. Sin embargo, en estos casos, la localizacién de aSyn
podria surgir de una distribucion alterada producto de eventos patoldgicos [70].

Las funciones fisiolégicas de aSyn aun no estan completamente dilucidadas. Esto deriva de
la complejidad que implica trabajar con aSyn debido a que 1) es una proteina intrinsecamente
desordenada, 2) su sobreexpresion resulta téxica tanto en modelos in vitro como in vivo, y 3) la
potencial compensacién producida por las isoformas B y y en experimentos de knockout de aSyn
[71]. Esto lleva a que las funciones descriptas, algunas deducidas de los efectos nocivos producto
de la sobreexpresion de aSyn, estén sujetas a constante discusion.

La gran mayoria de los trabajos publicados se centran en su posible rol en las terminales
sinapticas, particularmente en el estudio de los mecanismos involucrados en la regulacién de la
actividad y plasticidad sinaptica (mediante la liberacién de neurotransmisores), el metabolismo de
catecolaminas, el mantenimiento de los pooles de vesiculas y el trafico vesicular (Fig. 1-4). Gracias
a su habilidad de adoptar una estructura de hélice anfipatica en los primeros 2/3 de su al asociarse
con membranas fosfolipidicas, se ha reportado que aSyn tiene la capacidad de sensar y modular la
curvatura vesiculas sinapticas [72] e incluso se ha sugerido que podria tener actividad remodeladora
mediante la modificacion del empaquetamiento de los fosfolipidos [73].

Ademas de la unidon ampliamente validada a vesiculas fosfolipidicas, aSyn también
interacciona con un amplio repertorio de proteinas pre-sinapticas. Se destacan las interacciones con
las proteinas SNARE Sinaptobrevina-2 y VAMP2, actuando como chaperona para el correcto
ensamblado de los complejos y promoviendo la fusién de las vesiculas en la terminal sinaptica [74];
con la proteina Rab3-GTP para la estabilizacién de la unidon de aSyn con vesiculas sinapticas [75];
la unién a la proteina Fosfatasa A2 y la regulacion de la actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH),
enzima involucrada en el paso limitante de la sintesis de DA [76]; y la regulacién de transportadores
monoaminas VMAT2 y DAT, importantes para la modulacion de la homeostasis dopaminérgica
[77,78]; entre otras.
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Figura 1-4. Funciones de aSyn. A pesar de que no han sido completamente dilucidadas, las funciones de aSyn a nivel de
las terminales sinapticas estarian estrechamente relacionadas con su habilidad de unirse a membranas fosfolipidicas y a
su interaccién con proteinas sinapticas, regulando el trafico vesicular, la liberacion de neurotransmisores y el metabolismo
de catecolaminas.

Por otro lado, las modificaciones postraduccionales (PTM) son importantes moduladores de
la estructura y funcién de aSyn y, a pesar de que se reconoce que varias de ellas podrian estar
relacionadas con procesos patoldgicos, algunas también cumplirian un rol fisioldgico [79,80]. Una de
las modificaciones mejor caracterizadas es la acetilacion en su extremo N-terminal, la cual se
presenta de forma constitutiva in vivo [81] y es determinante en relacién a la interacciéon con
membranas [82]. Estudios mediante NMR y CD demostraron que esta modificacién no altera la unién
de aSyn con membranas de alta carga negativa, pero incrementa la afinidad por membranas de
composicion biologica [83]. Ademas, existe evidencia de que la acetilacion de los residuos Ks y Kio
también es clave para modular la afinidad por los lipidos y que la actividad deacetilasa de Sirtuina 2
aumenta la propensién de aSyn a la agregacién e incrementa su citotoxicidad [84]. Por otro lado, la
fosforilaciéon de ciertos residuos también podria cumplir un rol fisiolégico, disminuyendo la afinidad
por las membranas y modulando el trafico vesicular y el metabolismo de DA [85]. Un aspecto
importante que se ha comenzado a estudiar recientemente es la interaccion entre distintas PTM de
aSyn. Asi se ha propuesto que la acetilacion y la fosforilacion podrian estar interrelacionadas y tener
efectos opuestos respecto al control del metabolismo del hierro en neuronas dopaminérgicas, un
cofactor esencial de la enzima Tirosina Hidroxilasa [85]. La desregulacion de estas PTM llevaria a

defectos en la homeostasis del hierro y, por ende, en la sintesis de DA, promoviendo el estrés
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oxidativo y disminuyendo la capacidad sinaptica, lo que favoreceria la progresion de las
Sinucleopatias.

La regulacion de los procesos de degradacion y exportacion de proteinas también son
determinantes para evitar la acumulacién intracelular de aSyn. En este sentido, la ubiquitinacion es
una modificacién en la que la proteina ubiquitina se une covalentemente a la proteina blanco, en
presencia de las enzimas de Activacion de Ubiquitina (E1), Conjugacién de Ubiquitina (E2) y Ubiquitin
Ligasa (E3). aSyn es principalmente ubiquitinada en los residuos K21 y Kgs gracias a la E3 ligasa
NEDD4, lo que la direcciona a degradacién por via lisosomal [86,87]. Las E3 ligasas CHIP y SIAH 1
y 2 también serian importante en la regulacién de aSyn [86,88]. Particularmente se ha observado
que las proteinas SIAH 1 y 2 pueden monoubiquitinar los residuos de Lys 10,12, 21, 23, 34, 43, y 96
y marcarla para la via de degradacién proteosomal [86]. Por otro lado, aSyn también puede ser
modificada por la unién de la proteina SUMO, particularmente en Kgs y K102 (aunque otras Lys también
pueden ser modificadas), gracias a la actividad de SUMO ligasas (PIAS2, TRIM28 y hPc2) [89]. Aun
no se comprende completamente el rol que cumple esta funcién, pero dado que la SUMOQilacion
permite el empaquetado de aSyn en vesiculas para exportacion [33], se ha sugerido que podrian

ayudar a la eliminacién de aSyn via exosomas.

1.5- Toxicidad de aSyn

A pesar de su funcion sinaptica, la ganancia de funcién toxica potencialmente le confiere a
aSyn la habilidad de alterar numerosos procesos celulares y organelas, llevando a la degeneracion
y muerte celular. A continuacién, se enumeran los efectos patolégicos a nivel celular mas importantes

descriptos para aSyn, los cuales, a su vez, son resumidos en la Fig. 1-5.

Sinapsis

A nivel de las terminales sinapticas, las especies oligoméricas de aSyn se unen a vesiculas
y a la proteina Sinaptobrevina-2, alterando la formacién de los complejos SNARE e interrumpiendo
tanto la fusion como la movilidad de vesiculas, lo que consecuentemente disminuye la liberacion de
neurotransmisores [90,91]. A su vez, se ha demostrado que la sobreexpresion de aSyn provoca la
reduccién del pool de vesiculas y el transporte de las mismas [92,93]. El metabolismo, liberacion y
reciclado de DA también se ven afectados por la actividad téxica de aSyn. En este sentido, la
modificacion de la expresion aSyn en modelos de ratén mostré una anormal liberacion de DA [94,95].
Asi, aSyn altera la regulacién de la actividad de las proteinas del metabolismo de DA, TH y AADC
(Aminoacidos Aromaticos Descarboxilasa) [96,97], asi como también la internalizacién de DA por
parte de DAT [98].
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Mitocondria

Se ha localizado aSyn en los 3 compartimientos principales de las mitocondrias: membrana
interna y externa, y en la matriz mitocondrial. La acumulacién y formacion de oligdbmeros de aSyn
inhibe la importacion de proteinas mediante la interaccion con TOM20 e interrumpe su interaccion
con TOM22 [99]. Ademas, la traslocacion de aSyn a la matriz mitocondrial provoca una alteracioén en
la respiracion celular por inhibicion del complejo I, la disminucién de la produccién de ATP y el
consecuente aumento de generacién de ROS [100-102]. En este contexto, el ADN mitocondrial
también es afectado por el incremento del estrés oxidativo, o que genera una retroalimentacion
negativa que afecta la actividad mitocondrial [103]. Adicionalmente, aSyn interfiere con los procesos
de fusién vy fisiébn, aumentando la fragmentacién mitocondrial, e inhibiendo la mitofagia, asi como

también con su transporte [104].

Nucleo

Uno de los aspectos mas importantes es la importacion de aSyn al nucleo, la cual depende
de su interaccion con TRIM28 [105]. Una vez dentro, se ha sugerido que aSyn interactua
directamente con el ADN, modulando la expresién génica e induciendo dano en su estructura
[106,107]. La interaccion de aSyn con histonas acelera la formacion de fibras [108], asi como también
inhibe la acetilacién de histonas [109]; ademas de alterar la actividad de otras proteinas involucradas

en la regulacién epigenética, como Metiltransferasas y Deacetilasas [110].

RE/Golgi

La acumulacién de aSyn en el RE interfiere con el plegado de proteinas, aumentando el estrés
del RE, lo que induce la activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas a través de la via
IRE1a/XBP1 [111,112]. La homeostasis del Ca*? también se ve afectada dado que agregados de
aSyn pueden unirse a la bomba SERCA y disminuir la concentracion de Ca*? citosolico [113]. Por
otro lado, la sobreexpresién de aSyn provoca la alteracién del trafico entre el RE y el complejo de
Golgi, mediante la alteracién de la proteina Rab1, un factor clave en el transporte vesicular [114].
Recientemente también se demostré que aSyn afecta directamente al complejo de Golgi mediante

la induccion de su fragmentacién [115].

Sistema Endolisosomal

La acumulacién de aSyn genera la alteracion de los procesos de autofagia, afectando a las
proteinas Rab1, lo que eventualmente deslocaliza la proteina ATG9 disminuyendo la formacién de
autofagosomas [116]. De hecho, aSyn se trasloca a los lisosomas para su degradacién por la via de
autofagia mediada por chaperonas gracias a la union con el receptor LAMP2A. Sin embargo, se ha

demostrado que mutantes de aSyn bloquean este receptor, inhibiendo tanto su degradacién como la
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de otros sustratos [117]. Ademas, la sobreexpresion de aSyn provoca la reduccion de la actividad de

multiples enzimas lisosomales, incluyendo la B-Glucocerebrosidasa [114,118].

Transporte axonal

Particularmente se observé que las fibras afectan el transporte de autofagosomas. Esto
puede deberse a una disminucion de proteinas motoras [119], asi como también a una alteracién en
la estabilidad de los microtubulos y la carga de las quinesinas [120]. La interaccion de variantes de
aSyn con tau, proteina que estabiliza y promueve la polimerizacién de microtubulos, también podria

influir en la regulacién del transporte axonal [121].

Terminal Sinatica
+ Ensamblado de complejos SNARE

+ Movilidad y transporte de vesiculas

+ Tamafio del pool de vesiculas

+ Liberacién de dopamina

RE/Golgi

* RE estrés f induccién UFR

* Alteracién de la
homeostasis de Calcio

+ Trafico RE/Golgi

+ Fragmentacion de Gogi

Nicleo
* Acetilacién de Histonas

+ Dafio en ¢l ADN

Transporte axonal

Alteracion de la expresion * Transporte de proteinas
génica

* Alteracion de regulacion
epigenética

¥ Disminucion de proteinas motoras

* Estabilidad de microtbulos

Mitocondria
+ Produecién de ATP

+ Generacion de ROS
+ Fragmentacion mitocondrial
4 Dano ADN mitocondrial

+ Transporte axonal y mitafagia

A
Sist. Endolisosomal
i ion de

A Bloquea de receptores de via de degradacién

* Actividad de enzimas lisosomales

Figura 1-5. Efecto patoldgico de aSyn. Mdltiples procesos y organelas se ven afectados en presencia de variantes de
aSyn que alteran el normal funcionamiento de la célula y, eventualmente, producen la muerte de esta.

1.6- aSyn: ¢Cuales son las especies toxicas?

El hecho de que aSyn sea el componente mayoritario en los cuerpos de Lewy, tenga o no
mutaciones con relevancia clinica, sugiere que esta proteina tiene un rol central en el desarrollo de
la EP mediante la ganancia de funcion tdxica, a través de mecanismos aun desconocidos. La
alteracion de varios procesos celulares asociados a aSyn que involucran la homeostasis de proteinas
y catecolaminas estarian directamente relacionados con la neurodegeneracion, como son la

actividad mitocondrial, el trafico vesicular, el reciclado de proteinas, la liberacién de DA y procesos
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neuroinflamatorios (descriptos en la seccion anterior). En este contexto, la identidad de las especies
téxicas, tanto en presencia como en ausencia de mutaciones genéticas, es un tema de constante
debate debido a la flexibilidad conformacional de aSyn y al gran numero de modificaciones que puede
sufrir esta proteina. A continuacion, se detallan las variantes de aSyn que se cree que podrian

modular su funcién y promover su toxicidad.

1.6.1- Predisposiciones genéticas

Tanto la EP como el resto de las Sinucleopatias son enfermedades multifactoriales en donde
se reconoce la importancia de la confluencia de factores tanto genéticos como ambientales. A pesar
de que la gran mayoria de los casos son idiopaticos, un gran nimero de mutaciones genéticas de
aSyn se han asociado al desarrollo de la EP. Las primeras mutaciones puntuales en describirse
fueron A30P, E46K y ES53T, reportadas en familias alemanas, espafolas y griego-italianas,
respectivamente [122—124]. Al dia de hoy se han reportado un total de 9 mutaciones familiares con
un patrén de herencia autosémico dominante (A18T, A29S, A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T, A53E
y A53V), ademas de duplicaciones y una triplicacion de la regién del cromosoma 4 que incluye a
PARK1 (SNCA) [6,125,126]. Algunas de las mutaciones puntuales llevan a un desarrollo mas
temprano de la EP (A30P, E46K, G51D, A53E, A53T), mientras que A18T, A29S, H50Q y A53V
llevan a una presentacion tipica en pacientes a partir de los 60 anos [125-127].

Debido a que todas las mutaciones conocidas hasta el momento de aSyn se localizan en el
dominio N-terminal (o la transicion al dominio NAC), se las han asociados con cambios estructurales
que impactan en los procesos de unién a membrana, oligomerizacion, agregacion y citotoxicidad
[127-130]. Estudios in vitro mostraron que E46K, A53T, A53V, y H50Q tienden a aumentar la
formacion de fibras maduras en comparacion con aSyn salvaje (o wild type, wt), mientras que en el
caso de A30P promueve una rapida oligomerizacién pero una lenta formacion de fibras [130,131].
G51D y A53E, por su parte, retardan el proceso de agregacion [130,132]. En relacion a la unién con
membranas, ensayos empleando CD, EPR y NMR reportaron que A30P y las mutantes de la posicion
53, AS3E y A53V, presentan una menor afinidad con membranas; mientras que los resultados
obtenidos con A53T son variables, y E46K presenta una afinidad incrementada [129,130,133]. En
conjunto, la alteracion de los procesos de agregacion y unibn a membrana podrian ser los
responsables de la ganancia de funcién tdxica por parte de estas variantes de aSyn, lo que podria

favorecer el desarrollo de la EP.

1.6.2- Oligémeros, fibrillas y fibras maduras

Los niveles de aSyn en el SNC dependen del balance entre la velocidad de sintesis,
agregacion y la eliminacion de aSyn. El desbalance de estos mecanismos puede resultar en una

anormal acumulacién de especies potencialmente toxicas de aSyn. Existe un amplio numero de
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variantes de aSyn asociados a las Sinucleopatias, incluyendo oligémeros, protofibrillas o fibrillas, y
fibras amiloides maduras (agregados) [49]. Los términos oligomero y protofibrilla incluyen un amplio
rango de especies, desde variantes oligoméricas de bajo peso molecular (como dimeros, trimeros y
tetrameros) hasta intermediarios de agregacion de alto peso molecular con estructuras variadas
(esféricas, anulares o en forma de cadena). Las fibras maduras, como se menciond anteriormente,
se caracterizan por la presencia de la estructuras cross- en su nucleo, por presentar morfologia
polimdrfica de tipo filamentosa (>1 um de largo) y por su unién a Rojo Congo y Tioflavina T [49].
Una de las hipotesis que intenta explicar la capacidad de aSyn de alterar los componentes
celulares y perturbar su homeostasis establece que esta proteina, en su forma oligomérica, podria
aumentar la permeabilizacion de las membranas, ya sea mediante un rearreglo de los fosfolipidos
[134] o la formacion de poros hidrofilicos [135]. Por otro lado, las fibras maduras de aSyn son el
componente proteico principal de los Cuerpos de Lewy, la marca histopatoldgica distintiva de las
Sinucleopatias, y se cree que la formacion de las mismas seria un mecanismo de detoxificacion para
la conversion de intermediarios toxicos (oligémeros y/o fibrillas) en estructuras mas estables y menos
nocivas [136]. Sin embargo, también se ha descripto que las fibras de aSyn alteran la
permeabilizacion de las membranas [137], probablemente debido a su hidrofobicidad, resultando

toxicas en algunos modelos animales [138].

1.6.3- PTM asociadas a ganancia de funcion toxica

Por otro lado, una fuente alternativa, pero no excluyente, de la ganancia de funcion toxica de
aSyn podria radicar en las numerosas PTM que modulan y alteran su estructura, influyendo en los

procesos fisiolégicos, de agregacion y citotoxicidad (Fig. 1-6).
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Figura 1-6. Principales PTM descriptas en aSyn. Se reconocen varias modificaciones relacionadas con procesos
fisiolégicos, tal como la acetilacion del N-terminal. Sin embargo, multiples PTM podrian ser responsables de la ganancia
de funcién téxica de aSyn.
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Fosforilacion

La fosforilacion es una modificacion reversible que involucra la adicién de un grupo fosfato a
la cadena lateral de Ser, Thr o Tyr. En relacién con aSyn, la fosforilacién de la Si29 €s una de las
modificaciones mas estudiadas. Particularmente, Si9 fosforilada se encuentra ampliamente
enriquecida en los agregados de aSyn en LB de pacientes [81,139], lo que sugiere una conexion
entre esta modificacion y el desarrollo de las Sinucleopatias. Es asi, que se ha postulado que esta
modificacion podria afectar la respuesta de proteinas mal plegadas en el RE, los procesos de
degradacion proteica, asi como también el trafico vesicular (disminuyendo la interaccion de aSyn con
membranas) y la actividad mitocondrial, aumentando la generacién de ROS (Revisado por [140]).
Sin embargo, existen numerosas discrepancias en relacion a si esta modificacion promueve, inhibe
0 no tiene efecto alguno sobre la agregacion y toxicidad en modelos animales [141,142], las cuales
podrian provenir de la incapacidad de reproducir experimentalmente el estado real de fosforilacion
de aSyn in vivo [80]. Existe evidencia de que la fosforilacion de Si29 podria ser un evento tardio y
ocurrir luego de la formacion de los LB, principalmente por la actividad de varias quinasas como CK2,
GRK5 y LRRK2 [80]. Independientemente de que la modificacion de S129 sea causa o consecuencia
del proceso patoldgico, en los ultimos afios se ha consolidado como biomarcador de la EP dado que
se ha encontrado esta modificacion acumulada en liquido cefalorraquideo, sistema nervioso
periférico, tracto gastrointestinal y glébulos rojos [143]. Por otro lado, otros residuos importantes que
pueden ser fosforilados son Sg7 € Y125 y se ha propuesto que Y133 € Y13 también podrian ser blanco
de fosforilacién [140]. En el caso de la fosforilacion de Sg7, Oueslati y col. [144] mostraron que podria
tener un rol protector, disminuyendo la agregacion y la toxicidad neuronal; aunque también se la ha
encontrado aumentada en modelos animales de Sinucleopatias [145]. En relacién con la
fosforlizacion de Y125, Hejjaoui y col., a través del empleo de una estrategia de semisintesis para la
introducciéon de una modificacién especifica, mostraron que la fosforilacion no altera la estructura
monomeérica ni la formacion de hélice al interaccionar con membranas de POPG y micelas de SDS,
asi como tampoco la tendencia a agregacion [146]. Por ultimo, la relacién entre la fosforilacion Y125
y S129 podria ser importante en la regulacion de la tendencia a la agregacion y citotoxicidad de aSyn,
como lo sugieren estudios en un modelo de EP de Drosophila, donde la fosforilacion Y125 tendria un

efecto protector, contrario al rol de la fosforilacién de S129 [147].

Ubiquitinacion y SUMOilacion

A pesar de tener un aparente rol fisioldgico, la ubiquitinacion de residuos Lys en aSyn también
podria estar relacionado con procesos patoldgicos. En este contexto, se ha encontrado aSyn
modificada en LB, particularmente en los residuos de Lys de las posiciones 12, 21 y 23 [81], lo cual
ha sido asociado con la actividad in vivo de la proteina E3 ligasa SIAH [148]. Asi, la

monoubiquitinacion por parte de SIAH podria favorecer la agregaciéon de aSyn [149], en
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contraposicion a lo mencionado anteriormente en relacion al destino de aSyn monoubiquinada (ver
seccion 1.4.2). Por otro lado, la desregulacion de proteinas desubiquitinasa, como Usp8, también
tendria un efecto nocivo, impidiendo la degradacion de aSyn y favoreciendo su acumulacion vy
toxicidad [150].

De manera similar a lo discutido con la ubiquitinacion, la SUMOilacién podria tener
implicancias en el desarrollo de la EP, inhibiendo la agregacion de aSyn y promoviendo su
citotoxicidad [151] . Ademas, podria modular su translocacién a nucleo, gracias a la SUMO ligasa
TRIM28, también favoreciendo su acumulacion y toxicidad [105]. Por otro lado, la actividad SUMO
ligasa de PIAS2 reduce la ubiquitinacion por parte de SIAH2 y Nedd4, afectando el proceso de
degradaciéon de aSyn y promoviendo su acumulacién y agregacion [152]. Mas interesante aun es la
posibilidad de que la SUMOilaciéon de aSyn promueva su exportacion en exosomas, lo que seria una
posible via de escape de especies toxicas que extenderian la patologia a células vecinas y demas
regiones del SNC [33].

Truncado

Las formas truncadas de aSyn se encuentran de forma ubicua en LB y se cree que son
producto de protedlisis anormal en el C-terminal de la proteina. Originalmente se identificaron 5 sitios
de clivado principales por MS: D115, D119, N122, Y133 y D13s [81]. Mediante MS, mapeo de epitopes y/o
el uso de anticuerpos especificos, al dia de hoy se han identificado, en muestras de pacientes con
Sinucleopatias, multiples formas truncadas en el C-terminal finalizando en los residuos 103, 110,
113, 114, 115, 119, 122, 124, 125, 133, y 135; asi como también formas truncadas en el N-terminal
como en las posiciones 5, 10, 18, 19, y 68 (Revisado por [153]). Entre ellas, las formas mas
abundantes son 1-119 y 1-122. A pesar de que se han encontrado varias isoformas truncadas tanto
en cerebros sanos como enfermos, estas estan enriquecidas en los ultimos [154]. Ademas, esta
establecido que las formas truncadas aumentan ampliamente la tendencia de aSyn a formar
agregados [155]. Es asi que se ha hipotetizado que las formas truncadas podrian actuar como
semillas para iniciar los eventos de nucleacion que lleva a la agregacion amiloide de aSyn wt [156],
de manera similar a una proteina pridnica.

En condiciones fisiologicas, las formas truncadas son generadas y eliminadas por via
lisosomal, lo que ha llevado a sugerir que la acumulacion de estas formas deriva de la alteracién de
esta via de degradacién de proteinas [157]. En este sentido, numerosas proteasas se han asociado
a la generacion de variantes truncadas: calpaina |, caspasa |, neurosina, catepsinas y
metaloproteasas, entre otras; las cuales podrian estar relacionadas con el desarrollo de

Sinucleopatias dado que se las ha encontrado también en LB (Revisado por [153]).
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Glicacion y Glicosilacion

La desregulacion del metabolismo de la glucosa puede llevar a la modificacion de
aminoacidos, generando productos tempranos de glicacion (a través de la reaccion de Maillard) vy,
eventualmente, productos finales de glicacién (AGE), especies ricas en grupos carbonilo que
impactan en la estructura y funcién de las proteinas. En particular, se han asociado altos niveles de
AGE en pacientes con Sinucleopatias [158]. En este contexto, no es sorprendente que se considere
a la diabetes como factor de riesgo de la EP [159]. Entre los agentes de glicacién se destaca el
metilglioxal (MGO), el cual puede modificar residuos de Arg y Lys. Asi, se determiné que la glicaciéon
de aSyn por MGO afecta la region N-terminal, reduciendo la unién a membrana y su ubiquitinacion,
con lo que evita su degradacién y promueve la acumulacion de oligdmeros que alteran la transmisién
sinaptica [158].

La aSyn puede sufrir también la glicosilacion de residuos de Thr, mediante la incorporacion
enzimatica de N-Acetilglucosamina. Se han detectado multiples residuos de Thr modificados (33, 44,
54, 59, 64, 72, 75, 81, y 87) derivados de muestras de pacientes con Sinucleopatias y modelos
animales (Revisado por [143]). Se observd que la modificacion de ciertos residuos de Thr puede
inhibir la formacién de agregados, con lo que la pérdida de esta modificacion podria ser un factor que
podria promover el desarrollo de la EP [160]. Sin embargo, Zhang y col. mostraron que el bloqueo
de la agregacion viene acompanado de la formacion de oligdmeros SDS-resistentes, lo que podria

aumentar la toxicidad de aSyn [161].

Oxidacion: Nitracion y Entrecruzamiento Tyr-Tyr

In vivo, la oxidacién de residuos de Tyr esta mediada por reacciones con radicales libres.
Como primer paso, una amplia variedad de agentes oxidantes (X*) derivados del estrés oxidativo,
tales como los radicales CO3*", *OH y *NOg, asi como también radicales alcoxilo y peroxilo lipidicos
(LO* y LOO®), promueven la oxidacion de Tyr (y la pérdida de un atomo de H) para producir radicales
Tirosilo (Tyr®). La neutralizacién de esta ultima especie genera variantes oxidadas de este
aminoacido. Por un lado, la reaccion con *NO- provoca la adiciéon de un grupo -NO- en la posicion 3
del anillo fendlico, resultando en la formacion de 3-NitroTyr (NitroTyr). Otra reaccién que puede
ocurrir en simultaneo es la neutralizacion de 2 radicales Tyr® para generar la especie DiTirosina
(DiTyr), producto del entrecruzamiento covalente 3-3'-Tyr-Tyr. Por ultimo, también es posible la
hidroxilacion de Tyr mediante la reaccién entre los radicales Tyr® y *OH para generar la especie 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) [27]. Tanto la nitracion de residuos de Tyr como los entrecruzamientos
Tyr-Tyr en aSyn se identificaron en inclusiones citoplasmaticas de pacientes con Sinucleopatias
[162-164]. Asi, estas modificaciones han sido directamente vinculados con la EP y han sido

propuestos como potenciales biomarcadores de Sinucleopatias [164,165]. Ademas, formas nitradas
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de aSyn también se han detectado en suero y en células mononucleares de sangre periférica en

pacientes con EP [166,167], lo que facilitaria su detecciéon mediante herramientas de diagndstico.

aSyn posee 4 residuos de Tyr, uno ubicado en el N-terminal (Y39) y los restantes en el C-
terminal (residuos 125, 133 y 136), todos susceptibles a la nitracion [168]. Los resultados obtenidos
del estudio de la agregacion de especies nitradas son altamente dependientes del sistema de
oxidacion. Asi, Hodara y colaboradores reportaron que los mondémeros y dimeros de aSyn nitrados
obtenidos mediante reaccion con peroxinitrito, promueven la agregaciéon de aSyn wt, no asi los
oligbmeros unidos de forma covalente [169]. Mientras que en el caso del uso de tetranitrometano
para la reaccion de modificacion se generan especies que inhiben la agregacion de aSyn wt [170].
Por otro lado, ambos estudios coinciden en que los monémeros nitrados purificados no generan fibras
maduras [169,170], probablemente debido a la formacion de intermediarios de agregacion estables,
ya que la incorporacion de un grupo -NO2genera cambios estructurales, permitiendo a aSyn plegarse
parcialmente [170]. Sin embargo, estudios mas recientes empleando la incorporacion sitio especifica
de residuos de Tyr modificados mostraron que la nitracion de Ysg € Y125 no inhibe la formacion de
fibras, aunque presenta menor tendencia a agregar que aSyn wt [168]. Por otro lado, la habilidad de
interaccionar con membranas por parte de aSyn nitrada también se ve afectada. Particularmente, la
nitracion de Ys9 disminuye la tendencia de aSyn de adoptar una estructura de hélice, alterando la
interaccion con vesiculas [168,169]. Ademas, la disminucion del pKa del anillo fendlico por
incorporacion del grupo -NO; (de 10 a ~7,3) le confiere a la NitroTyr una carga parcial negativa a pH
neutro, lo que podria disminuir la interaccidon con vesiculas cargadas negativamente debido al
aumento de repulsion electrostatica [171]. Asimismo, la nitracion de los residuos del C-terminal
también podrian influir negativamente en la afinidad por membranas [171]. Por otro lado,
Trostchansky y colaboradores demostraron que la interaccion de aSyn con vesiculas la protege de
la nitracion, en comparacion con la modificacion de la proteina libre en solucion [172].

En sintonia a lo anteriormente expuesto, la generacion de radicales libres in vivo puede
provenir de diversas fuentes. Es asi que el exceso de la produccion de H2O- por parte de la enzima
Monoamina Oxidasa B se ha vinculado con el aumento en los niveles de nitracion de aSyn,
particularmente de Y3 [173]. Asimismo, los procesos neuroinflamatorios por parte de la microglia
también son caracteristicos en enfermedades neurodegenerativas y se ha sugerido que la
produccion de especies reactivas como NO y O2*” podrian ser mediadores de la modificacién de
aSyn y la progresion de la EP [174]. Asi, el aumento en la produccién de NO por la enzima iINOS
promueve la formacién de peroxinitrito a partir de la reaccion entre NO y O,*~, cuyo impacto sobre el
grado de nitracion de aSyn fue demostrado por Stone y col. mediante la sobreexpresion de iINOS
[175]. Ademas, Reynolds y col. demostraron que la variante nitrada de aSyn activa a la microglia,
estimulando la produccién de factores neuroinflamatorios que promueven la muerte de células

dopaminérgicas [176]. Por otro lado, se demostré que variantes nitradas de aSyn tienen un efecto
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nocivo tanto a nivel de cultivo celular (SH-SY5Y vy cultivo primario de neuronas) como en modelos
animales, produciendo sintomas motores similares a los observados en la EP [177].

Tanto en modelos in vitro como como in vivo, se observa que aSyn también puede sufrir el
entrecruzamiento de sus residuos de Tyr, los cuales ademas han sido identificados en LB [164]. In
vivo, esta modificacion puede derivar de multiples escenarios que fomentan la formacién de radicales
Tirosilo, como la reaccién con radicales libres y peroxidasas (Citocromo C), la interaccion con metales
divalentes (Cu*?), como producto derivado de la oxidacion de catecolaminas, etc. [178]. A pesar de
que es una de las variantes menos estudiadas, esta modificacion oxidativa ocurre de manera
simultanea con la nitracion de Tyr [179,180]. En este sentido, se ha demostrado que oligdmeros
covalentes nitrados poseen efecto toxico sobre células SH-SYS5Y [181]. Por otro lado, gracias la
generacién especifica in vitro por métodos fotoquimicos, se determind que variantes entrecruzadas
de aSyn poseen mayor efecto citotdéxico en comparacion con la aSyn wt [182]. De igual manera a lo
expuesto para la nitracion de aSyn, el efecto observado de las variantes entrecruzadas sobre la
agregacion in vitro es dependiente del método de oxidacion empleado. Asi, por un lado existe
evidencia de que las variantes entrecruzadas pueden inhibir la formacién de agregados y estabilizar
intermediarios de agregacion [182,183]. En relacién a esto, la oxidacion de agregados fibrilares y
consecuente formacién de entrecruzamientos Tyr-Tyr, genera el efecto opuesto de la modificacion
de mondmeros, lo que podria prevenir su degradacién y promover la agregacion [184]. Sin embargo,
también existen estudios que indican que la formacién de oligdmeros covalentes también podrian

fomentar la generacion de fibras maduras [164].
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2.1- Hipétesis

La EP es una patologia multigénica y multifactorial con amplios espectros de presentacion
clinica, cuyos tratamientos son simplemente paliativos y el diagndstico se realiza a partir de la
aparicion de sintomas motores y la respuesta a farmacos antiparkinsonianos (como la levodopa).
Aunque se han identificado varios genes asociados a esta enfermedad, la mayoria de los casos son
considerados idiopaticos o esporadicos. En todos los casos se reconoce una fuerte influencia de
agentes exdégenos que, generalmente, desencadenan fallas mitocondriales o promueven una
condicién de estrés, como se observa en los casos de exposicion a herbicidas o metales de
transicion. Tanto en la mayoria de los casos idiopaticos como familiares, la proteina aSyn no presenta
generalmente alteraciones en su secuencia y, sin embargo, en algun punto del proceso patoldgico
adquiere una funcion téxica que mediaria y/o promoveria el avance de la enfermedad. Las
actividades téxicas sugeridas para aSyn incluyen alteracion de la funciéon mitocondrial, aumento en
la produccion de o en la sensibilidad a especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS/RNS),
alteraciones del trafico de vesiculas y organelas, defectos en la liberacion de neurotransmisores,
cambios en la regulacién de la expresion de genes, bloqueo de los sistemas de degradacion de
proteinas andmalas (proteosomal y microautofagocitosis lisosomal), activacion de respuesta
inflamatoria de la glia, y la diseminacion de la patologia hacia otras células y regiones del cerebro.
Se ha sefalado a los oligémeros e intermediarios de agregacién como potenciales agentes toxicos
asociados a los inicios de las Sinucleopatias. Sin embargo, una alternativa no excluyente, sugiere
que algunas PTM, particularmente aquellas derivadas del estrés oxidativo, podrian disparar los
eventos nocivos en las células. Dado que aSyn es considerada una proteina “camaleén”, por su
flexibilidad conformacional, y que las PTM son una fuente de variabilidad funcional muy
importante en proteinas intrinsecamente desordenadas, las modificaciones oxidativas
podrian ser las responsables de la ganancia de actividad toxica. Asi, este podria ser uno de los

mecanismos moleculares que gatillan el inicio de las Sinucleopatias.

2.2- Objetivos especificos

Dada Ila ausencia de tratamientos efectivos que enlentezcan o detengan la
neurodegeneracion, asi como también de herramientas de diagndstico previo a la aparicion de los
sintomas motores, el estudio de PTM de aSyn es un area de constante desarrollo que podria sentar
las bases para novedosos meétodos de diagnostico temprano y estrategias de intervencion
terapéutica para la EP y otras Sinucleopatias. Con este objetivo general en mente, los objetivos
especificos del presente plan de trabajo apuntan a mejorar la comprension de la etiologia de la EP

mediante la generacion y caracterizacion de modificaciones oxidativas de aSyn y a sentar las bases
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para una nueva estrategia de diagndstico y el monitoreo de su progreso o la efectividad de las
terapias implementadas. En particular nos enfocamos en las modificaciones asociados a los residuos

de Tyr, para lo cual se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1- Optimizacion de protocolos de modificaciéon fotoquimica de aminoacidos y proteinas,

particularmente para generar modificaciones derivadas del estrés oxidativo.

2- Generacion y caracterizacion de la formacién de variantes de aSyn modificadas en
entornos acuosos (proteina soluble), en la interfaz de membranas y en fibrillas

amiloides maduras.

3- Analisis del efecto de las variantes mencionadas de aSyn sobre la agregacién amiloide,

la interaccion proteina-membrana y la toxicidad celular.
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Materiales y Métodos

3.1- Reactivos y proteinas

Los siguientes insumos fueron comprados a Sigma: Nitrito de sodio (NaNO3), Tris(2,2'-
bipiridil) dicloro Rutenio(ll) hexahidrato (Ru(bpy)s*?), aminoacidos (L-Triptéfano, Acido L-Glutamico,
L-Lisina), acido 3-(N-Morfolino) propanosulfénico (MOPS), proteinas (Glutamato deshidrogenasa
bovina (GdH) y Lisozima de huevo de gallina (HEWL)), Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
Tioflavina T (TioT) y lodoacetamida (IAA). Otros reactivos fueron adquiridos a Merk (L-Tirosina,
Acetonitrilo, Agua Lichrosolv, y Etanol), Fluka (L-Cisteina); Roche (Lactato deshidrogenasa de conejo
(LdH)); Promega (Tripsina modificada, Glu-C); Waters (Rapigest); Biopack (Amonio persulfato, APS);
y Roth (Acido trifluroacético (TFA), Ditiotreitol (DTT) e Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)).
Las proteinas a-Sinucleina humana wt (aSyn wt) y la Proteina que une acidos grasos intestinal de
rata (I-FABP) se generaron de forma recombinante. Los lipidos naturales Fosfatidilcolina de huevo
(EPC), Fosfatidilserina de cerebro de cerdo (PS) y Cardiolipina de corazén de vaca (CL) se
compraron a Avanti Polar Lipids. Para cultivo y los ensayos con células se emplearon los siguientes
insumos: medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12 (DMEM-F12) y antibiéticos
Penicilina y Estreptomicina 1000 U/ml (Gibco); Suero fetal bovino (SFB, Internegocios); EDTA
(Biopack); 2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio y 2-(4-iodofenil)-
3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-8 y WST-1, respectivamente; CarboSynth); 1-
Metoxi PMS (Interchim); Lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS, Sigma); H20, (Biopack); y
DimetilSulféoxido (DMSO, Sigma). El resto de los reactivos empleados fueron de grado analitico o

superior.

3.2- Expresidén y purificacion de a-Sinucleina humana salvaje (aSyn wt)

Para la purificacién de manera recombinante de aSyn, 10-25 uL de bacterias Escherichia Coli
de la cepa BL21 (DE3) transformadas con el plasmido pT7.7-wt-aSyn (TAT) se incubaron en 50 mL
de medio Luria Bertani estéril suplementado con 50 uL de ampicilina 100 mg/mL (1000X) toda la
noche a 37 °C con agitacion. Se diluyd el cultivo en 2 L de medio fresco suplementado con Ampicilina
distribuidos en 8 frascos Erlenmeyer de 1 L. Se incubd el cultivo hasta alcanzar una DOggonm de 0,6-
0,8 y se indujo la expresién de aSyn con IPTG 400 mM (concentracion final 400 uM). Luego de 3 h
de incubacién, se centrifugd el cultivo y se separ6 el sobrenadante del pellet. Este ultimo se diluyo
en buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) suplementado con PMSF (inhibidor de proteasas,
1 mM final) inmediatamente antes de su uso, y se lo sonicd6 empleando un sonicador de punta
(Branson) por aproximadamente 5 min mediante intervalos intermitentes cortos de 30 segundos (ciclo
de trabajo del 50 %) hasta oscurecimiento de la suspension. Luego se centrifugd la muestra por 20

min a 21000 g para eliminar restos celulares insolubles, y el sobrenadante se incubo por 5 min en un
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bafio de agua a 90 °C. Este paso promueve la desnaturalizacion y floculacion de proteinas globulares
mientras que la aSyn se mantiene en suspension gracias a su estructura nativa intrinsecamente
desordenada. Luego de enfriar la muestra por 5 min en hielo, se procedié con una nueva ronda de
centrifugacion y al sobrenadante obtenido se le agregé (NH.).SO, solido hasta alcanzar una
concentracion final de 350 mg/mL, seguido de una incubacion a 4°C con agitacion por 30 min. Luego
de una nueva centrifugacion, el pellet se resuspendié en buffer Tris-HCI 30 mM pH 7,4. Finalmente,
se aplicaron alternativamente uno de los protocolos detallados a continuacion para completar la
purificacién de aSyn:

- Protocolo 1: Se inyectd el pellet disuelto en una columna de exclusibn molecular
conteniendo resina Sephadex G50 y se la eluyé con buffer Tris-HCI 30 mM, pH 7,4 con control de
flujo mediante bomba peristéltica para colectar fracciones de 12 mL. Las fracciones conteniendo
proteinas se identificaron mediante la reconstruccion de cromatogramas a partir de las medidas de
absorbancia a 260, 275 y 280 nm. Posteriormente, se agruparon las fracciones que contenian
proteina y se las concentré a 4 °C mediante equipo de filtracion Amicon usando un filtro en forma de
disco con poros de corte de tamafios moleculares de 3 kDa. El concentrado se inyectd en el equipo
AKTA purifier (GE) conectado a una columna de intercambio anidnico MonoQ de 4,8 mL y se eluyo
empleando un gradiente del buffer Tris-HCI 30 mM, NaCl 1 M, pH 7,4. Alternativamente se empleé
la columna HiTrap Q FF (Sigma/Merk) de 5 mL con inyeccién manual y la elucion se realizé con
solucion Tris-HCI 30 mM, NaCl 350 mM, pH 7,4. Las fracciones conteniendo aSyn se agruparon y
desalaron mediante cromatografia de exclusion molecular usando el sistema AKTA purifier, columna
Superdex 75 (Sigma/Merk) y buffer Fosfato Salino (PBS, KaHPO4/KH2PO4 20-25 mM, NaCl 100 mM,
pH 7,4). De forma alternativa también se utilizaron filtros de centrifuga Amicon Ultra (Merk Millipore)
con tamafno de poro de 50 kDa y 3 kDa, para eliminacion de contaminantes y, desalado vy
concentrado, respectivamente.

- Protocolo 2: Se inyectd el pellet disuelto en una columna de exclusion molecular de
Sephadex G15 (Sigma/Merk) conectada al sistema AKTA purifier y se eluyd con buffer Tris-HCI
30 mM, pH 7,4. Las fracciones conteniendo proteina se identificaron mediante absorbancia a 275 nm
y posteriormente se las agrupd. Seguido de esto, se las inyecté en una columna de intercambio
aniénico Q Sepharose FF (Sigma/Merk) y eluyé empleando un gradiente de la solucion Tris-HCI
30 mM, NaCl 1 M, pH 7,4. Finalmente, el desalado e intercambio a buffer PBS se completd con una
cromatografia de exclusion molecular utilizando la columna Superdex 200 HiLoad. Posibles
contaminantes remanentes de alto peso molecular se eliminaron posteriormente con filtro Amicon
Ultra 50 kDa.

Para ambos protocolos, cada paso de purificacion se controlé mediante electroforesis SDS-PAGE
con geles al 12 0 15 % caseros o empleando geles comerciales NUPAGE 4-12 % Bis-Tris (Thermo

Scientific). Finalmente, la eliminacién de posibles contaminantes trazas se control6 mediante la
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ausencia de emision de fluorescencia de triptéfano (Aexc 295 nm), dado que aSyn carece de este
aminoacido. La concentracién final se estimé mediante absorcion a 275 nm empleando el coeficiente
de extincién molar €27snm = 5600 M'cm™'. Los stocks de proteina se almacenaron en buffer PBS
a -80 °C hasta su utilizacion y el rendimiento de la purificacién se calculdé mediante la siguiente
ecuacion:

Peso Molecular (ﬂ)x Concentracion (mmoz)x Volumen(L)

Rendimiento (%) = mol L Ec. 3.1

Volumen inicial de cultivo (L)

3.3- Reaccion de modificacion foto-inducible

3.3.1- Entrecruzamiento y nitracion de tirosina libre

Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de 100 pL o 3,5 mL, con soluciones
de 800 uM L-Tirosina (Tyr) en 20 mM buffer fosfato (PB), pH 7,4. En todos los casos, las
concentraciones del fotosensibilizador Ru(bpy)sCl. y el aceptor de electrones APS fueron de 40 uM
y 1,2 mM, respectivamente. En el caso de la reaccién de nitracién se adicion6 NaNO. hasta
concentracién final de 10 mM, dependiendo del ensayo. La irradiacion de la solucion se logro en el
espectrofluorémetro Fluorolog 3 (Horiba-Jobin Yvon), equipado con una lampara de arco de xendn,
a través de su monocromador de excitacion con un haz centrado en 450/4 nm por un maximo de 360
segundos, con intervalos de tiempos entre 90 y 180 segundos para agitacion manual y medidas de
emision de fluorescencia de Tyr (Aexc 275 nm). La irradiacion incidente total fue monitoreada a través
del detector R para garantizar la homogeneidad de la emision de la lampara y, eventualmente, para
permitir comparar muestras analizadas distintos dias. Muestras control con ausencia de Ru(bpy)sCla,
APS, NaNO; y/o luz fueron preparadas, procesadas y analizadas en paralelo. Para las reacciones
con otros aminoacidos libres Lisina (Lys), acido Glutamico (Glu), Cisteina (Cys) y Triptéfano (Trp),
con el fin de analizar su interferencia sobre las modificaciones de Tyr, se los agregd en una
proporcion 1:1 con este. También se evaluaron reacciones Trp:Tyr en una relacién 1:8. Ademas, se
obtuvieron los espectros diferenciales para evaluar la aparicion de nuevas bandas de absorcion. Los
espectros de absorcién de la reaccion de nitracion para Tyr/Trp en una relacion 1:1 se compararon
con la combinacion lineal de los espectros individuales de nitraciéon de Tyr y Trp, en un rango de
longitudes de onda donde los aminoacidos estan mejor caracterizados (320-600 nm). También se
evaluaron reacciones en diferentes condiciones, entre las que se incluyen alternativamente buffers
MOPS o Tris-HCI 20 mM, ademas de PB a diferentes pH (5,4; 6,4; 7,4; y 8,4) o suplementado con

distintas concentraciones de NaCl (0-500 mM final). El analisis espectral de fasores se realiz6 de
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acuerdo a lo descripto por Golfetto y col. [185], empleando una ventana espectral fija (260-510 nm)

a partir de los espectros de absorbancia registrados.

3.3.2- Reaccion de nitracion foto-inducible en proteinas

Como sistemas modelos para poner a punto las reacciones foto-inducibles optimizadas
anteriormente para aminoacidos libres, se emplearon las proteinas Glutamato deshidrogenasa (GdH,
bovina), Proteina que une acidos grasos intestinal (I-FABP, rata), Lactato deshidrogensa (LdH,
conejo) y Lisozima (HEWL, gallina). De forma resumida, las reacciones fueron realizadas en cubetas
de cuarzo de 3,5 mL (Hellma, Alemania) con proteinas a 250 pg/mL en PB, pH 7.4. Se irradi6 las
suspensiones de proteinas con un haz centrado en 450/8 nm por un total de 360 segundos en el
espectrofluorémetro Fluorolog 3. De forma alternativa, las muestras fueron irradiadas con un
dispositivo desarrollado en el Instituto Max Planck de Biofisica Quimica (MPlbpc, Goettingen,
Alemania), equipado con una rueda de leds y un regulador de intensidad de luz. Se seleccioné la
longitud de onda 450 nm y se ajusto la intensidad a 1,1 mW/cm?. Se tomaron muestras a diferentes
intervalos de tiempo para analisis espectroscopico y espectrometria de masas (MS), como se
describe mas abajo. El analisis de fasores se realiz6 de manera analoga a lo expuesto para la

modificacion de aminoacidos libres.

3.3.3- Reaccién de entrecruzamiento y nitracion foto-inducible de aSyn

Las reacciones fueron realizadas en cubetas de cuarzo de 100 yL (Hellma, Alemania) con
concentraciones de proteina de 20-40 uM en PBS (KPO4 20-25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4), en
presencia de Ru(bpy)s*? 10-20 uM, APS 300-600 uMy, en el caso de la reaccion de nitracion, NaNO,
10 mM. Las muestras fueron irradiadas con el dispositivo desarrollado en el MPlbpc (descripto mas
arriba) empleando intensidades en el rango de 0,8 a 1,1 mW/cm?. Para el caso de la reaccion de
entrecruzamiento, se irradiaron las muestras por 140 y 80 s a intensidades de 0,8 y 1,1 mW/cm?,
respectivamente; mientras que para la nitracién de aSyn, los tiempos fueron de 300 y 140 s a fin de
alcanzar niveles equivalentes de consumo de Tyr. Se tomaron muestras a diferentes intervalos de
tiempo para su posterior analisis espectroscéopico y por MS, como se describe mas abajo.
Alternativamente, se empled el espectrofluorometro Fluorolog 3 de manera similar a lo descripto en
la seccién 3.3.1. Brevemente, soluciones de proteinas 50-150 yM en PBS, en presencia de
Ru(bpy)s*? 20-40 uM, APS 600-1200 uM vy, en el caso de la reaccién de nitracion, NaNO, 10 mM, se

irradiaron con un haz de 450/10 nm en cubetas de 3,5 mL por 240 s.
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3.4- Espectroscopias UV-Visible y de fluorescencia

Los espectros de absorbancia se midieron en un lector de placa Multiskan GO (Thermo
Scientific) utilizando una microplaca de 96 pocillos de cuarzo negro (Hellma, Alemania) o,
alternativamente, para la reaccion de nitracion de Tyr evaluando el efecto del pH, microplacas negras
de 96 pocillos (Thermo Scientific). En este ultimo caso, los espectros fueron medidos luego de diluir
las muestras irradiadas en proporcion 1:1 con PB (PBS, para aSyn) o solucion saturada de NaHCO3,
pH ~10. Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofotometro Fluorolog 3 (Horiba-
Jobin Yvon) usando cubetas de cuarzo de 100 pL con un paso 6ptico de 1 cm (Hellma, Alemania).
Los espectros de emisién se midieron luego de la excitacion selectiva a 275 y 320 nm de los
croméforos Tyr y DiTyr, respectivamente. Para las muestras que contenian Trp, se registraron
también los espectros de emision luego de su excitacidon selectiva a 295 nm. Alternativamente, se
registraron los espectros de emisién de fluorescencia mediante un espectrofluorémetro Cary Eclipse
(Varian, Australia). Los espectros de emision se corrigieron por blanco, sefial Raman y efecto de filtro

interno, esto ultimo, basado en la férmula de correccién de Lakowicz [186].

3.5- Preparacion de fibras de aSyn

Se incubd aSyn (120 uM en PBS, en alicuotas de 1 mL) a 45 °C y con agitacion continua
(800 rpm) por 1 semana en Thermomixer (Thermo Scientific). Luego de la incubacion la formacion
de fibrillas se confirmo por el ensayo de Tioflavina T (TioT) [187]. Brevemente, se tomaron 5 uL y se
mezclaron con 2 mL de solucion 5 uM TioT en buffer glicina 50 mM, pH 8,2. Finalmente, se confirmd
la presencia de fibrillas por el aumento en la emision a 482 nm luego de excitar a 446 nm, debido a
que la sonda adsorbida sobre las fibras amiloides aumenta su rendimiento cuantico al verse impedida
la rotacién libre de sus anillos aromaticos. Luego, las fibrillas se aislaron centrifugando y lavando dos
veces las muestras antes de resuspenderlas en PBS. La concentracion se determind mediante la
medida de absorbancia a 275 nm corregida por scattering a 305 nm. Estas fibrillas maduras se
emplearon en algunas de las reacciones de foto-oxidacién destinadas a evaluar la influencia de la

conformacion de aSyn sobre su susceptibilidad a ser oxidada.

3.6- Preparacion y caracterizacion de vesiculas unilamelares pequeias
(SUV)

Las Vesiculas Unilamelares Pequenas (SUV, por sus siglas en inglés) son los modelos in

vitro de bicapas de fosfolipidos mas frecuentemente empleadas para modelar estructuras
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membranosas, similares a las vesiculas intracelulares como por las que aSyn muestra mayor afinidad
[56]. Se prepararon soluciones stock de fosfatidilcolina de huevo (EPC) 25 mg/ml, fosfatidilserina
(PS) 10 mg/ml y cardiolipina (CL) 25 mg/ml (Avanti Polar Lipids) en CHCIs, y se almacenaron en
viales de vidrio a -80 °C. Alicuotas de las soluciones stock se mezclaron para preparar mezclas 4 mM
en fosfolipidos (100 % EPC, 50% PS, y 50% CL), las cuales se secaron en corriente de nitrégeno en
balones de vidrio y luego se rehidrataron con PBS. Para las vesiculas con mas de un tipo de
fosfolipido, los porcentajes estan basados en la composicion molar relativa. Para la generacion de
SUV, los lipidos hidratados se sonicaron utilizando un sonicador de punta (Kontes Micro cell
disrupter) por 1 hora. Alternativamente se usé un sonicador Branson, empleando punta chata y
sonicado continuo por 15 min (ciclo de trabajo del 50 %). La solucién coloidal se centrifugd 15 min a
13000 rpm para remover las trazas metalicas del sonicador. El tamano de las vesiculas se determind
por Dispersion de Luz Dinamica (DLS) usando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments),
equipado con un laser de 633 nm. Las muestras de las vesiculas preparadas por sonicado se
diluyeron en buffer PBS por duplicado y se obtuvo el valor Z-promedio y el indice de polidispersion
(PDI) mediante el analisis de cumulantes de las funciones de autocorrelacién generadas por la
intensidad de luz dispersada a un angulo de 173°, usando la funcién de analisis por defecto del
software del equipo (Zetasizer software v. 7.13). Las vesiculas fueron empleadas en las reacciones
de foto-oxidacion dentro de la semana de preparacion, en concentraciones finales de 0,8, 1,6 y
2,4 mM.

El efecto de la proteina aSyn sobre el tamafo de las vesiculas se analizé luego de
incubaciones cortas (10 min) a temperatura ambiente por DLS de manera analoga a lo especificado

para la determinacién del tamano de las vesiculas preparadas por sonicado.

3.7- Analisis de interaccion fotosensibilizador-SUV

Las medidas para el calculo de la anisotropia de fluorescencia se realizaron en cubetas de
cuarzo de 100 yL (Hellma, Alemania), empleando el espectrofluorémetro Fluorolog 3, con
concentraciones de Ru(bpy)s*? de 10 uM en PBS (KPO4 20-25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4), en
presencia de concentraciones variables de SUV (0,8, 1,6 y 2,4 mM). Las soluciones se irradiaron con
un haz de 450/1 nm y se registraron los espectros de emisién en el rango (590-650) empleando las
orientaciones vertical (v) y horizontal (h) de los polarizadores de excitacion y emision; y se calculo la

anisotropia empleando las siguientes ecuaciones:

Iyy—GXIyp
Lyp+2XGXIpp

Anisotropia = Ec. 3-2
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G = ;Lh Ec. 3-3
Donde I, indica la intensidad de emision de fluorescencia con ambos polarizadores en posicion
vertical e I,, con el polarizador de excitacion en posicién vertical y el de emision en posicion
horizontal. El factor de correccion G se calculé empleando una solucién de fotosensibilizador 10 uM
libre en solucion el cual tiene en cuenta la intensidad de emisidén con los polarizadores en posicion
horizontal (I,,) y con el polarizador de excitaciéon en posicion horizontal y el de emision en la
orientacion vertical (I,).

Las medidas de fluorescencia resuelta en el tiempo fueron realizadas empleando el
espectrofluorémetro Fluorolog 3, equipado con un laser de 461 nm para la excitaciéon a 500 KHz, con
un retardo de 50 ns. Los perfiles de caida de fluorescencia se registraron a 600 nm (ancho de banda
de 16 nm) empleando un detector TCSPC, en un rango de medida de 800 ns y un pico minimo de
2000 cuentas. El perfil de respuesta del equipo (prompt) se registré usando una solucion de vesiculas
de 3,7 mM. Las curvas se ajustaron empleando el software asociado al sistema (DASG6), aplicando
un modelo monoexponencial para la solucién de fotosensibilizador (75 uM) libre, y biexponencial para

soluciones suplementadas con vesiculas (3,4 mM).

3.8- Analisis por espectrometria de masas (MS)

3.7.1- Preparacion de muestras, digestion y analisis por MS para proteinas modelo.

Muestras de 200 yL con 300 ug/mL proteina (GdH, I-FABP, LdH y HEWL) fueron irradiadas
en presencia de 10 uM Ru(bpy)s*?, 300 uM APS y 10 mM NaNO: por 200 segundos. Luego, se
precipitd las proteinas con etanol frio (relaciéon 1:9 muestra/alcohol, a -30 °C toda la noche), se las
secd en SpeedVac y finalmente se las disolvié en 10 pL de Rapigest (Waters) al 1 %. Se redujeron
los puentes disulfuro con 10 uL de DTT 50 mM y luego se los alquilé con 10 uL de IAA 100 mM. La
digestién de las proteinas se realizd empleando Tripsina o Glu-C en una proporcion 1:20
enzima/masa de sustrato. Para el analisis por Cromatografia Liquida seguido de MS en tandem (LC-
MS/MS), se disolvieron las muestras en 10 uL del buffer de carga (5 % v/v acetonitrilo, 1 % v/v TFA).
Para la separacion cromatografica, se empled un sistema UHPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo
Scientific) equipado con una columna de C18 (ReproSil-Pur 120 C18-AQ, Dr. Maisch GmbH),
acoplado al espectrometro de masas. Los péptidos fueron inyectados a un flujo de 10 yL/min en
buffer A (0.1 % TFA en H20, v/v) y subsecuentemente separados y eluidos con un gradiente 5-90 %
con buffer B (95 % acetonitrilo, 0.1 % TFA en H20, v/v) a lo largo de un tiempo total de corrida de 58
minutos a un flujo de 300 nL/min. Para la ionizacion por electrospray (ESI) seguido de MS en tandem

se empled el sistema Q Exactive HF-X Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Scientific), operado en
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modo positivo. Cada espectro de MS (scan) fue registrado en el rango 350-1600 m/z (MS1) y los 30
iones mas intensos fueron seleccionados para fragmentacion (método TOP30). Los iones
fragmentados se generaron por HCD (disociacién por colision de alta energia) y registrados desde

los 110 m/z (MS2). Los precursores y fragmentos fueron escaneados mediante un detector Orbitrap.

3.8.2- Preparacion de muestras, digestion y analisis por MS para aSyn

Para el caso de las muestras de aSyn sometidas las reacciones de foto-oxidacién se procedio
de manera similar a lo expuesto en la seccion 3.7.1. Muestras de 150-200 pL (20-40 uM) fueron
precipitadas con etanol frio y luego secadas, previo a la disolucion en 10 L de 1 % (p/v) Rapigest
(Waters). En el caso de las muestras que contenian SUV, luego de la precipitacion con etanol, se
adiciond un lavado con CHCIs/Etanol (1:2) para eliminar lipidos remanentes. Por otro lado, las
muestras con fibrillas de aSyn, previo a la precipitacion con etanol, se trataron con Cloruro de
Guanidinio (4 M concentracion final). La digestidon de las muestras, las condiciones de corrida en el

UHPLC y el andlisis por MS fueron las mismas a las descriptas en el punto 3.7.1.

3.8.3- Analisis de datos de VIS

La identificacion de los péptidos nitrados y oxidados provenientes de los datos crudos de MS
fue realizado mediante los software MaxQuant (v1.6.10.43) y pLink2 (v2.3.9)[188,189]. La
cuantificacién a través de la implementacion de una estrategia libre de marca se realizé con los
cromatogramas extraidos con el software Skyline (v. 20.1.0.31), tal como se detalla a continuacién y

se esquematiza en la Fig. 3-1 [190].

- MaxQuant/Skyline

Se emplearon los espectros MS/MS vy los archivos FASTA de la base de datos Uniprot para
las proteinas modelo (P00698, P13491, P02693 y P00366). La carbamidometilacion de Cys fue
considerada como modificacion fija, mientras que la nitracion (NO(2)H(-1), +45 Da) de Tyr, Trp, Phe
y His, junto con la oxidacién de Met y His (+10, +16 Da) y la hidroxilacién de residuos aromaticos
(+10), fueron consideradas como variables. Ademas, otras modificaciones de Trp fueron estudiadas,
especificamente +4 Da (quinurenina, +10-1C), +14 Da (Oxolactona, +10-2H), y +32 Da (N-
formilquinurenina, dioxindolilalanina o dihidroxitriptéfano, +20). Dado que puede suceder una sub-
alquilaciéon de los residuos de Cys, su oxidacion (+10) fue también incluida en una busqueda
paralela. Para el caso de las muestras de aSyn (P37840), sélo se consideraron variables la nitracion
e hidroxilacién (+10 y +20) de Tyr, junto con la oxidacion de Met. Tripsina/P o Glu-C fueron
seleccionadas como proteasas y se permitio hasta 3 errores de clivaje. Para el control de errores en

la asignacion de espectro de péptido (PSM, Peptide Spectrum Match) se optd por una aproximacion

41



Materiales y Métodos

de busqueda en una base de datos sefiuelo, fijando una tasa de error (False Discovery Rate o FDR)
de 1 %.

Preparacion de la muestra

Fragmentacion

Intensidad
Intensidad

t Ll dyti L

| m/z |
MS1
e I
Datos crudos (.raw o .mgf) Creacion de la Libreria Espectral
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Figura 3-1. Disefio experimental para cuantificacion libre de marca de los productos foto-oxidados. Los productos
de oxidacion generados fueron digeridos con proteasas y los residuos modificados se identificaron por LC-MS/MS.
Posteriormente, gracias a la extraccion de los cromatogramas a partir de la combinaciéon de las librerias espectrales
(archivos.ssl o msms.txt) con los archivos con los datos crudos, se realizd la cuantificacion del grado de maodificacion a
nivel de residuo.
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Para analizar el nivel de modificacion de los péptidos identificados se emple6é un método de
cuantificacién libre de marca (LFQ, por sus siglas en inglés) basado en la extraccién de los
cromatogramas a partir de los PSM. Para este propdsito, se utilizé el software Skyline, empleando
como base de datos el archivo msms.txt provisto por el analisis realizado por el motor de busqueda
Andrémeda y estableciendo un FDR al 1 %. Se seleccionaron y extrajeron los cromatogramas de los
iones precursores M, M+1 y M+2 para cada péptido identificado y los limites de integracion fueron
ajustados manualmente en los casos necesarios. Se empled la disminucion de la proporcion de
péptidos sin modificar (UPR, por unmodified peptide ratio, Ec. 3-4) generado por la aparicion de
modificaciones, para monitorear diferencias entre muestras tratadas y no tratadas. Ademas, la
modificacion total del péptido (TMR, por fotal modification ratio) se puede estimar como
TMR (%) = 100-UPR. Por ultimo, el grado de modificacién a nivel de residuo (RMR, por Residue
Modification Ratio, Ec. 3-5) se calculé teniendo en cuenta la suma de todas las variantes donde el
aminoacido en cuestion es oxidado (+16 Da, +32 Da, etc.) o nitrado (+45 Da). Por lo tanto, se

emplearon las siguientes férmulas para estimar el grado de modificacién a nivel de péptido y residuo:

UPR (%) =(IO+Z",;_1 Ii) x 100 Ec. 3-4
RMR (%) :(szf—ﬁ_lm x 100 Ec. 3-5

Donde I, e I; son las intensidades (o, mejor dicho, el area bajo la curva de los cromatogramas
extraidos) que corresponden al péptido no modificado y las versiones modificadas, respectivamente;
mientras que I, representa las intensidades de péptidos donde un residuo en particular es
modificado. Para el caso particular de la nitracion, el cociente calculado (Ec. 3-5) también lo
denominamos RNR, por Residue Nitration Ratio. Los resultados fueron exportados desde Skyline a
un archivo de Excel y se realizé la cuantificacion basandose en la transiciéon con la carga que
presentaba un mayor numero de PSM para cada péptido y que permitiera la mayor cobertura de su

secuencia.

- pLink2/Skyline

Para la identificacion de variantes entrecruzadas de aSyn, se convirtieron los archivos .raw
en .mgf con el software Proteome Discoverer 2.1. Luego, se utilizd el software pLink2 con los
siguientes parametros: se configuré Ru(bpy)s*? como agente entrecruzante (crosslinker) de residuos
de Tyr con una composicion de -2H (-2,016 Da); Tripsina/P o Glu-C fueron seleccionadas como
proteasas y se permiti6 un maximo de 3 errores de clivaje; y la oxidacion de Met (+10, +16 Da) se

considero una modificacién variable. Las tolerancias a nivel del precursor y fragmentos se fijaron en
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10 ppm. Se aplicé un filtro adicional de +10 ppm junto con un FDR de 1 % para el analisis de los
resultados.

Para analizar el nivel de modificacion de los péptidos identificados nuevamente empleamos
los cromatogramas extraidos con el software Skyline basado en las intensidades de los espectros
MS1. Para esto, se configuré un archivo .ssl (Spectrum Sequence List) como base de datos de
entrada de los péptidos identificados por el software pLink2. Para la confeccion de éste se reunio la
siguiente informacion para cada péptido (modificado y sin modificar): secuencia, archivo crudo en el
cual fue detectado (.raw), el numero de espectros y la carga. Dado que los entrecruzamientos entre
péptidos no es una modificacién admitida por Skyline, estos fueron linearizados considerando el
péptido B como un aducto del péptido a y la masa resultante (menos 2 atomos de H) se configuré
como una nueva modificacion de Tyr en el software (Fig. 3-2). Ademas, en el archivo .ss/ se
incluyeron los datos de identificacion de modificacion oxidativas realizadas con el software
MaxQuant.

GVLYVGSKTKE (a) Figura 3-2. Linearizacion de péptidos
| entrecruzados. Los péptido entrecruzados de la
AYEM PSEE (B) reaccion de foto-oxidacion (a y B) se linearizaron para

permitir la cuantificaciéon libre de marca por Skyline.
Como ejemplo, el péptido B ("*AYEMPSEE"™", 955,3
Da) se consider6 un aducto del péptido a
(3*GVLYVGSKTKE?*¢) de masa 953,3 Da,

GVLY[9533]VGSKTKE (G) considerando la pérdida de 2 4tomos de H.

Se extrajeron los cromatogramas de los iones precursores M, M+1 y M+2 con un FDR al 1 %
y se aplicé la Ec. 3-5 para calcular el grado de modificacion a nivel de residuo (RMR) de manera
similar a lo anteriormente expuesto. En lo referido a los entrecruzamientos, se utilizaron los péptidos
que incluyen a la Yss, %*GVLY3VGSKTKE* (Glu-C) y *3*TKEGVLY3VGSK* (Tripsina), para
normalizar los datos y estimar el nivel de modificacién de Y39 en relaciéon con los entrecruzamientos

identificados.

3.9- Modelado molecular

Las proteinas modelo empleadas fueron seleccionadas por la vasta informacion estructural
disponible, lo que permite analizar correlaciones de la susceptibilidad de ser modificados con el grado
de exposiciéon o diversas caracteristicas estructurales a fin de caracterizar y validar los métodos
fotoquimicos. Para una visualizacién mas intuitiva de las estructuras, estas fueron renderizadas

mediante el software Chimera (v. 1.13.1) usando las extraidas del Protein Data Bank (PDB): 6DHD
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(GdH), 1IFB (I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL). La estimacion del area superficial accesible al
solvente (SASA, por sus siglas en inglés) se calculé con el software Surface Race 5.0, usando el
radio de Van der Waals de F.M. Richards y considerando al radio de la sonda de 1,4 A. El célculo del
area superficial relativa (RSA) se obtuvo normalizando los valores de SASA calculados por el valor

tedrico maximo posible de las areas accesibles para los residuos Tyry Trp libres [191].

3.10- Purificacion de variantes de aSyn modificadas

Las variantes generadas por los métodos foto-inducibles se purificaron mediante
cromatografia de exclusion molecular empleando columnas de desalado Sephadex G-25 PD-10 (GE)
equilibradas con buffer PBS, para eliminacion de Ru(bpy)sCl., APS y NaNO,. La presencia de
proteinas en las fracciones colectadas se confirmé mediante absorbancia a 275 nm y geles de SDS-
PAGE 12,5 %. Posteriormente, la esterilizacién de las proteinas modificadas para su posterior uso
en ensayos de cultivo celular o in vitro se logré utilizando filtros de jeringa de polietersulfona (PES)
de 0,22 um (Abluo, GVS). Finalmente, la cuantificaciéon de las proteinas modificadas se realiz
empleando el kit comercial basado en el método del acido bicinconinico (BCA, Pierce/Thermo
Scientific), utilizando una soluciéon de concentracion conocida de aSyn wt como patrén para la
confeccion de la curva de calibracion. Para evitar la apariciéon de artefactos producto del proceso de
purificacién, se aplicé el mismo protocolo para la proteina wt sin modificar que se empled en paralelo

como control en los ensayos.

3.11- Cultivo celular

Se emplearon dos lineas celulares, BV-2 y SH-SY5Y, como modelos de células microgliales
y neuronales, respectivamente. Las células BV-2 son células derivadas de microglia murina neonatal
inmortalizados por expresion de los genes oncovirales Raf/Myc [192]. Se ha descripto que esta linea
celular mantiene las propiedades morfolégicas, fenotipicas y funcionales presentes en las células de
cultivo primario de microglia: responden a lipopolisacarido bacteriano (LPS), tienen capacidad
fagocitica y aumentan sus niveles de expresion de ROS-RNS y de genes pro-inflamatorios luego de
ser expuestas a fibrillas de péptido f—Amiloide (AB) o aSyn [193]. Por su parte, las células SH-SY5Y
derivan de un neuroblastoma humano [194]. Esta linea celular se ha utilizado ampliamente como
modelo neuronal desde principios de la década de 1980, ya que posee muchas propiedades
bioquimicas y funcionales de las neuronas, incluyendo la proyeccion de neuritas con la capacidad de
formar contactos simil-sinapsis. Su fenotipo dopaminergico se debe a que fue seleccionada para

mantener la expresion de la enzima TH, la cual cataliza el paso limitante en la sintesis de
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catecolaminas y el neurotransmisor DA. Ambas lineas se cultivaron en placas de 10 cm de diametro,
empleando medio DMEM-F12 alta glucosa con 10% SFB (Internegocios) y 1%
Penicilina/Estreptomicina, (Gibco/Invitrogen). Las células se incubaron en una estufa con humedad
en saturacion, 5 % COz y a 37 °C hasta un 80-90 % de confluencia. Los pasajes se efectuaron
utilizando PBS con 0,17 % EDTA o solucion de Tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) para BV-2 y SH-SYS&Y,
respectivamente. En el caso de la preparacion de stocks para criopreservacion, las células
cosechadas se resuspendieron en medio de cultivo completo (25 %), SFB (60 %) y DMSO (15 %),
se enfriaron de forma controlada en un envase MrFrosty (Nalgene) con Isopropanol durante 24 hs a

-80 °C, y finalmente se almacenaron en N liquido.

3.12- Diferenciacion de SH-SY5Y

Para promover su fenotipo neuronal, se plaquearon 15-30 x 10° células SH-SY5Y en placas
de 96 pocillos para emplearlas en los tratamientos con aSyn y sus variantes. Por otro lado, también
se plaquearon 1x10° células en placas de 6 cm para realizar el seguimiento de cambios morfolégicos
por microscopia Optica (contraste de fases) del protocolo de diferenciacion. En ambos casos, las
células fueron incubadas por 24-48 horas con DMEM/F12 10% SFB a 37 °C hasta observarse una
confluencia del ~60%. No existe un protocolo unificado de diferenciacion de células SH-SY5Y a un
fenotipo dopaminérgico, lo que ha llevado a la obtencion de resultados contradictorios y distintos
fenotipos segun cual haya sido utilizado [195,196]. En este trabajo se decidié suplementar el medio
con acido retinoico (RA) 15 uM junto con una reduccién en la concentracion de SFB (al 2 %). Asi, se
mantuvo el medio de diferenciacién por 9 dias, con reemplazos de medio cada 48 hs, para posterior

tratamiento y evaluacioén de las respuestas celulares.

3.13- Ensayo de viabilidad celular

La reduccién de sales de tetrazolio tiene lugar en todas las células metabdlicamente activas,
lo que lo convierte en un indicador de viabilidad celular. Para esto se emple6 el reactivo WST-8 (2-
(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil )-2H-tetrazolio), cuya reduccién en presencia
de un transportador de electrones (1-Metoxi PMS) produce una sal de formazan soluble en agua de
color amarillo-naranja [197]. Para este ensayo, se sembraron las células en placas, a una densidad
de 4.5-15 x 103 y 15-30 x 10% células por pocillo, para BV-2 y SH-SY5Y, respectivamente. Luego
de los tratamientos, las células se incubaron con 100 pL de la solucion WST-8 5 mM, 1-Metoxi PMS
0.2 mM, NaCl 150 mM (en H2O bidestilada) diluida 1/10 con medio sin Rojo Fenol, y se midio la

absorbancia a 450 nm en lector de placa durante una ventana de 30 min a 5 horas desde el agregado
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de WST-8. Alternativamente, también se empleo el reactivo WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio) de manera analoga a WST-8 [197]. Se emplearon LPS y H20, como

controles positivos.

3.14- Ensayo cinético de agregacion

La agregacion de aSyn y sus variantes se realizé a 37 °C con 20 yM de TioT y 0,05 % NaNs3
(para evitar la contaminacién con bacterias o levaduras durante el ensayo) en PBS pH 7,4, con
agitacion continua (800 rpm) en un incubador Thermomixer Confort con tapa calefaccionada
(Eppendorf) en un volumen de 200 L, en placas de 96 pocillos para fluorescencia (Lumox, Sarstedt)
selladas para evitar la evaporacion. Las medidas de fluorescencia se registraron en un lector de
placas Beckman Coulter modelo DTX 880 empleando filtro bandpass 450/8 nm (Aexc) y 485/20 nm
(Aem). Las lecturas perioddicas se realizaron excitando las muestras desde arriba de la placa (medida
top), previa remocién del film sellador, con tiempos de integracion de 0,1 s. Las curvas de agregacién
se emplearon para ajustar un modelo de nucleacidn-propagacion (Ec. 3-6) mediante cuadrados

minimos [182]:

eFapt) _q

YO =Y, + (Y —Yp) ~and o Fart D Ec. 3-6

Donde Y (t) es la fluorescencia de la sonda en funcion del tiempo, mientras que Y, e Y; son las sefiales
registradas a tiempo inicial y final, respectivamente. Los parametros restantes, k., y t;,, indican la

constante de velocidad de crecimiento aparente y el tiempo requerido para alcanzar el punto medio

de la fase de crecimiento rapido, respectivamente [198].

3.15- Estadistica

Para el andlisis de datos se emplearon los programas Excel y GraphPad Prism 8. Los
resultados fueron expresados como la media % error estandar de la media (SEM). Para los analisis
estadisticos que involucraron dos grupos experimentales, se utilizé el test t de Student. Para ensayos
con mas de dos grupos, se empled la prueba ANOVA de una via seguidos de una prueba post hoc
de Bonferroni o Tukey. En caso de ensayos donde no se cumplian las premisas de la prueba ANOVA,
se realizaron analisis no paramétricos para evaluar la significancia estadistica. Los experimentos
fueron realizados al menos por triplicado. En los casos que difiere, se especifica segun corresponda.

Los graficos fueron confeccionados mediante GraphPad Prism 8 y el software Inkscape.
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Optimizacidon de protocolos de modificacion fotoquimica

4.1- Introduccion

Dada la relevancia de las PTM en procesos tanto fisiologicos como patolégicos, es
sumamente importante desarrollar herramientas que faciliten su estudio. En relacion al estrés
oxidativo, existen varios métodos que permiten la introduccion de PTM en aSyn, desde la radiacion
UV o la aplicacion del sistema Cu*?/H,O. hasta el uso de peroxinitrito [164,169,184,199]. Sin
embargo, a pesar de ser sistemas de simple aplicacion, presentan algunas desventajas, tales como
una amplia generacion inespecifica de modificaciones no deseadas, bajo rendimiento, e incluso
pueden ser demandantes en términos del tiempo empleado para generar modificaciones. Asi, los
sistemas foto-inducibles surgen como alternativas para una modificacion rapida y mas especifica.
Anteriormente se empled Ru(bpy)s*? como fotosensibilizador para generar variantes entrecruzadas
de aSyn [182], pero hasta el momento no se investigd la posibilidad de adaptar el sistema para
generar la nitracién de los residuos de Tyr. De esta forma, el presente capitulo se enfoca en la
comparacion y optimizacion del sistema foto-inducible basado en Ru(bpy)s*? para el
entrecruzamiento y la nitracion de aminoacidos libres, y su aplicacion con proteinas modelo, previo

a su empleo en aSyn.

4.2- Modificacion foto-inducible de Tirosina libre con Ru(bpy)sCl.

4.2.1- La nitracion de Tyr foto-inducible compite con la formacion de DiTirosinas
(DiTyr)

De acuerdo con lo propuesto por Fancy y col., el sistema foto-inducible para generar el
entrecruzamiento de Tyr es iniciado mediante la irradiacién del fotosensibilizador (Ru(bpy)sCl.) con
luz azul (450 nm) (Ec. 4-1), promoviendo su excitacion y la posterior oxidacion a Ru*® por el aceptor
de electrones APS (NH4S,0s) (Ec. 4-2) [200]. Tanto el cation Ru(bpy)s** como el radical SO4* pueden
oxidar residuos aromaticos y Cys [201,202]. En particular, los radicales Tirosilo (Tyr®) generados
mediante las reacciones especificadas con estos agentes oxidantes (Ec. 4-3 o Ec. 4-4) pueden ser
neutralizados por otro radical Tyr® formando la especie oxidada DiTyr (Ec. 4-5). Esto puede ser
monitoreado facilmente por métodos espectroscépicos. Las muestras no irradiadas mostraron un
pico de emision bien definido con un maximo a 305 nm (Aexe 275 nm), correspondiente a la
fluorescencia interna de Tyr. La irradiacion selectiva de Ru(bpy)s*? con luz azul resulté en la aparicion
de una nueva banda con un maximo a 405 nm, con la consecuente disminucion en la sefal de Tyr
(Fig. 4-1A). La verificacion de un punto isoemisivo alrededor de 355 nm sugiere la conversion directa
de 2 Tyra 1 DiTyr, al menos durante el tiempo de reaccion analizado. Ademas, los espectros UV-Vis
mostraron la aparicion de una nueva banda de absorcién alrededor de 300-340 nm, también

compatible con la formacion de residuos de DiTyr (Fig. 4-1B) [182]. Por otro lado, dado que la banda
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de absorcion producto de la transferencia de carga metal-ligando del fotosensibilizador (>400 nm)

permanece inalterada a lo largo de la reaccion, se deduce que éste no sufre ningun proceso de

degradacién.

Ru'l (bpy)3? + hv » Ru''(bpy)3** Ec. 4-1
Ru'(bpy)$% + S,057% > Ru" (bpy)3® + SO;~ + 50,2 Ec. 4-2
Ru"(bpy)33" + Tyr —» Ru" (bpy)$? + Tyr* Ec. 4-3
S0, + Tyr - SO;% + Tyr® Ec. 4-4
Tyr*+Tyr® - DiTyr Ec. 4-5

Por otro lado, la adiciéon de 10 mM NaNO, provocé cambios radicales en los espectros. Luego
de la excitacion del fotosensibilizador, se observé que la intensidad de senal de DiTyr inducida
disminuyd significativamente respecto a la condicidon basal, mientras que la senal de Tyr mostré
cambios similares a los obtenidos en ausencia de NaNO; (Fig. 4-1C). Asimismo, los espectros UV-
Vis presentaron una nueva banda de absorcién con maximo a 430 nm (Fig. 4-1D), la cual ha sido
previamente asociada con la especie no fluorescente NitroTyr [203,204]. Al igual que lo reportado en
la literatura [203], también se confirmd que las propiedades espectrales de la especie nitrada son
dependientes del pH, al incrementarse la intensidad de absorcién a pH mas basicos (Fig. 4-2A). En
conjunto, estos resultados sugieren que la presencia de aniones NO2 proveen un camino alternativo
para la neutralizacién de radicales Tirosilo formando la variante nitrada del aminoacido,

probablemente mediante un mecanismo similar al que se muestra en las Ec. 4-6 y Ec. 4-7.

Ru''(bpy)$* + NO; - Ru''(bpy)}* + "NO, Ec. 4-6

Tyr*+ °*NO, — 3-NitroTyr Ec. 4-7
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Figura 4-1. Seguimiento de la reaccion foto dependiente de modificacion de Tyr. Tyr libre fue oxidada por el
fotosensibilizador Ru(bpy)sCl. utilizando APS como aceptor de electrones, tanto en ausencia (A'y C) como en presencia de
NaNO; (B y D). Las reacciones fueron monitoreadas por emision de fluorescencia (Aexc 275 nm) (A 'y B), y absorbancia UV-
Vis (Cy D).

No se detectaron entrecruzamientos Tyr-Tyr o nitracién en muestras no irradiadas o que
carecian del fotosensibilizador (Fig. 4-2B y 4-2C). Se ha reportado que, en ausencia de APS,
Ru(bpy)sClz: puede mediar la foto-oxidacion a través de un mecanismo que involucra la generacién
de oxigeno singlete (reacciones Tipo Il) [205]. Sin embargo, en nuestro caso, los controles sin APS
no mostraron cambios detectables en los espectros. En este sentido, vale la pena notar que NaNO-
no actuaria como aceptor de electrones alternativo para la forma excitada del fotosensibilizador
(Fig. 4-2B). Sin embargo, los aniones NO> si actian como quencher colisional de la fluorescencia
de Tyr con una Ks,= 0.1 mM" a pH 7,4, calculada usando el modelo clasico de la ecuacion de Stern-
Volmer (Fig. 4-2D) [206].
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Figura 4-2. Reacciones control. (A) Espectros diferenciales de absorbancia UV-Vis (AAbs/l = Abs/lssos — Abs/lgs) para la
reaccion de nitracion a pH 7,4 y luego de la alcalinizacion hasta pH 10. Experimentos control para la reaccion de formacion
de DiTyr (B) y NitroTyr (C) realizadas en ausencia de APS (+Ru(bpy)sCl.), fotosensibilizador (+APS) o luz (no irradiada).
(D) La constante de quenching colisional de NaNO; (Ks,= 0.1 mM") fue estimada empleando la relacion Stern-Volmer,
teniendo en cuenta la emision de fluorescencia de Tyr inicial a pH 7,4, variando la concentracion de NaNO, desde 0 mM
(Fo) hasta 10 mM.

4.2.2- La eficiencia de las reacciones foto-inducibles es dependiente del pH

Considerando el potencial uso del sistema foto-inducible para introducir PTM relacionadas al
estrés oxidativo en proteinas, investigamos los posibles factores que podrian afectar la velocidad y
el rendimiento de las reacciones. Las reacciones de oxidacion de Tyr catalizadas por el
fotosensibilizador Ru(bpy)s*? mostraron ser dependientes de las condiciones de pH. Asi, la
acidificacion del pH mostré una disminucion en la formacion de DiTyr (expresado en términos de la
relacion DiTyr/Tyr, teniendo en cuenta los maximos de fluorescencia de cada fluoréforo), efecto que
fue exacerbado por la adicién de concentraciones crecientes de NaNO; (Fig. 4-3A). Ademas, la
disminucion de la produccion de DiTyr en presencia de concentraciones crecientes de NO; se
correlacion6 directamente con la apariciéon de la banda de absorcidn a 430 nm correspondiente a
NitroTyr (Fig. 4-3B). Particularmente, la formaciéon de NitroTyr fue mas eficiente a pH 5,4. Estos
resultados coinciden con experimentos usando riboflavina como fotosensibilizador [207]. Por el
contrario, la reaccion de entrecruzamiento de Tyr estuvo claramente favorecida por sobre la reaccion
de nitraciéon a pH basico, incluso en presencia de la concentracién mas alta de NaNO. utilizada en
este estudio.

Se ha propuesto que los radicales -NO; podrian proveer una via alternativa para formar los

radicales Tirosilo (Ec. 4-8), aunque esta reaccion tiene una constante de velocidad baja a pH neutro
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(k= 3,2 x 10° M's™") en comparacién con la reaccion de nitracion de Tyr (k= 3,0 x 10° M~ 's™', Ec. 4-7)
[27]. Sin embargo, en alcali, la reaccion entre la forma basica de Tyr y el radical -NO; (Ec. 4-9) cobra
relevancia (k=2 x 10’ M's™, pH>9) [208]. Por lo tanto, el aumento destacado de la razén DiTyr/Tyr
a pH 8,4, puede deberse parcialmente a la reaccion entre los radicales -NO- y la forma ionizada de
Tyr (Ec. 4-9), la cual favoreceria la formacion de DiTyr por sobre la de NitroTyr.

Tyr +°NO, » Tyr* + NO; + H* Ec. 4-8

Tyr=+°'NO, - Tyr*+ NO; Ec. 4-9

A)
0.6
I
= 0.4-
>
=
- -
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Figura 4-3. Analisis de la dependencia de pH de las reacciones foto-inducibles. Se evalu6 el entrecruzamiento (A) y
la nitracion (B) de Tyr libre a un tiempo de irradiacion fijo (360 s) en funcion de la concentracion de NaNO; (0-10 mM). Los
valores de absorbancia fueron medidos luego de la alcalinizaciéon con NaHCO3 hasta un pH~10.

4.2.3- Buffer fosfato y baja concentracion salina maximizan la nitracion de Tyr

Por otro lado, también evaluamos cémo buffers con diferentes propiedades quimicas afectan
la modificacion de Tyr catalizada por el Ru(bpy)s*2. Con buffer fosfato (PB) se obtuvieron resultados
optimos, probablemente debido a que no es reactivo en un amplio rango de condiciones, en
comparacion a Tris-base o MOPS. Estos compuestos contienen grupos aminos o sulfonatos con
pares de electrones libres, importantes para la interaccion con cationes, tales como Fe*? o Cu*? [209].

Es conocido que el Rutenio forma una gran variedad de complejos, principalmente con compuestos
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heterociclicos a través de atomos de nitrogeno aromaticos, incluyendo los grupos indol e imidazol;
pero también se pueden unir a grupos sulfuro o sulféxido, o coordinarse con grupo hidroxilo fenélicos
[210,211]. Sin embargo, para ninguno de los buffers evaluados se han reportado casos de formacién
de complejos con el catién Rutenio. Aun asi, los resultados obtenidos muestran que las reacciones
llevadas a cabo con 20 mM MOPS o Tris-HCI afectaron sélo la formacion de DiTyr (Tabla 4-1). Se
ha reportado que los buffers morfolino (similares a MOPS), pueden actuar como donores de
electrones en reacciones fotoquimicas [212] y podrian ser responsables por el descenso en el
rendimiento de la produccién de las especies de DiTyr. Un efecto intermedio se observé para las
reacciones en presencia de Tris-HCI, el cual también se ha reportado que podria actuar como
removedor de radicales hidroxilo [213]. Sorprendentemente, la generacion de NitroTyr no se vio
significativamente afectada en ninguno de los casos. Una posible explicacion a este fendmeno podria
radicar en el hecho que la velocidad formacion de DiTyr a partir de la reaccion de 2 radicales Tirosilo
es menor (k= 2,3 x 108 M's™!, Ec. 4-6) que la nitracion a través del radical *"NO> (k= 3,0 x 10° M"'s™",
Ec. 4-8) [27]. Sin embargo, estas comparaciones nos permitieron confirmar que los efectos
observados en la reaccion de oxidacidon no son consecuencia de la desestabilizacion del
fotosensibilizador.

Finalmente, se evalud la influencia de la fuerza idnica en la formacién de Dityr y NitroTyr. La
adicién de NaCl afectd claramente ambas reacciones de manera concentracion dependiente. Ese
resultado podria ser causado principalmente por el apantallamiento de las interacciones

electrostaticas, capaz de reducir la interaccion de Ru(bpy)s*? con APS, Tyr y/o aniones NO;".

Tabla 4-1. Efecto de aminoacidos libres, buffers y concentracion salina sobre la oxidacion y la nitracion de Tyr
catalizada por Ru(bpy)sCl2

Oxidacion Nitracion

%DiTyr/Tyr @ %AAbs/| (1/mm)® %Tyr © %AAbs/I (1/mm) 4
Buffers (20 mM, pH 7.4)
K-Fosfato (PB) 100,0£0,5 100 £ 2 1007 100 £ 4
MOPS 26+2* 51+2* 98 +12 877
Tris—HCI 66 +3* 83+3* 82+4 96 +4
Aminoacidos
Tyr 100,0£0,5 100+ 2 1007 100 £ 4
Tyr + Glu 84 +12 97 +4 123 £ 12 90+9
Tyr + Lys 1057 1095 92+5 91+3
Tyr + Cys 9+1* 26+4* 62+3* 22+5*
Concentracion de NaCl en PB
0 mM 100,0£0,5 100+ 2 1007 100 £ 4
10 mM 75+3* 796" 87+ 8 877
150 mM 75+2* 64+6* 67,6 £ 0,6* 65+2*
500 mM 61+3* 54 +3* 27+8* 44 £13*

Los valores fueron normalizados a la condicion basal para cada caso (800 yM Tyr, 20 mM PB, pH 7,4, y 0 mM NaCl) y
expresados como el promedio + SEM. * Indica diferencias estadisticamente significativas comparado con la condicién basal,
con p < 0.05.2¢ Los parametros % DiTyr/Tyr y % Tyr (sefial consumida) fueron calculados luego de 360 s de irradiacion a
partir de los espectros de emision de fluorescencia con excitacion a 275nm. ¢ %AAbs/l (1/mm) fue calculada a partir de
los espectros UV-Vis considerando las bandas de absorcion 310-320 nm (oxidacion) o 410-430 nm (nitracion).
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4.2.4- Los residuos Trp y Cys, pero no los aminoacidos polares, interfieren con las
reacciones catalizadas por Ru(bpy)s*?

Ademas del pH, otros factores podrian también modular las reacciones fotoquimicas, con lo
que investigamos la influencia de aminoacidos en las reacciones de modificacién de Tyr. En el caso
de los aminoacidos, evaluamos el efecto de L-Glu, L-Lys y L-Cys. Tanto el aminoacido acido como
el basico no mostraron efecto alguno, mientras que L-Cys disminuy6é dramaticamente la produccién
de NitroTy y DiTyr a pH neutro (Tabla 4-1). Este resultado es consistente con el hecho de que los
compuestos tiol son conocidos removedores de radicales (scavengers) [214]. El pKa de Tyr juega un
papel fundamental en su sensibilidad a ser oxidado. Al respecto, se ha reportado que la velocidad de
foto-oxidacion de pequefios péptidos conteniendo Tyr junto con residuos acidos o basicos es
altamente dependiente de las cargas vecinas, afectando el pKa del grupo fendlico [215]. Por lo tanto,
a pesar de no haber observado ningun efecto de los aminoacidos idnicos libres, estos podrian afectar
la eficiencia de las reacciones fotoquimicas cuando se las emplea para modificar péptidos o
proteinas. Este efecto es evaluado oportunamente en la siguiente seccidn con proteinas modelo.

Dado que el Trp también es susceptible a la modificacion mediante mecanismos de tipo | y Il,
evaluamos su susceptibilidad a ser modificado de manera independiente, monitoreando las
reacciones foto-inducibles mediante emision de fluorescencia y absorbancia UV-Vis luego de la
excitacion de Ru(bpy)s*2. Como resultado, se observo una disminucién progresiva en la intensidad
de emision a 360 nm (Aexe= 295 Nm) que se correlaciond con la aparicion de una banda de absorcion,
dependiente del tiempo de irradiacién, centrada en 310 nm (Fig. 4-4A). Esto es compatible con lo
reportado para especies oxidadas de Trp, como productos hidroxilados y N-formilquinurenina [216].
La adicion de NaNO, también indujo cambios en los espectros UV-Vis, en los cuales el pico a 390 nm
se asocio a la formacion de la especie 6-NitroTrp [217]. Sin embargo, otros isémeros nitrados también
han sido identificados in vitro usando peroxinitrito como agente de nitracién [218].

La modificacion conjunta de los aminoacidos Tyry Trp libres en solucion también se estudié
mediante las reacciones foto-inducidas con Ru(bpy)s*?. Debido al solapamiento de las propiedades
espectroscoépicas de ambos, las modificaciones foto-dependientes de las mezclas de Tyr y Trp se
debieron evaluar de manera diferente. Dado que la emision de fluorescencia (Aexe= 275 nm) es
dominada por Trp, y considerando que las formas oxidadas de Tyr y Trp absorben luz en un rango
de longitudes de onda similar, la reaccién de foto-oxidacién de soluciones equimolares de Tyry Trp
se monitorearon s6lo mediante la emision selectiva de DiTyr y Trp (Fig. 4-4C y 4-4D) luego de la
excitacion a 340 y 295 nm, respectivamente. En ambos casos, la modificacion de cada aminoacido
se redujo en aproximadamente un 30 % comparado con las reacciones con cada aminoacido por
separado. Por lo tanto, la oxidacion foto-inducible afecté ambos aminoacidos aromaticos de forma

similar. Esto fue también confirmado para la reaccién de nitracion (Fig. 4-4E) dénde los espectros
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UV-Vis mostraron una nueva banda de absorcién centrada en 405 nm. Esto podria estar relacionado
a la generacion de nuevas especies; pero, dado que el espectro puede ser regenerado por la
combinacion lineal de los espectros individuales de NitroTyr (70%) y NitroTrp (30%), esto sugiere
que los radicales Tyr y Trp son neutralizados de forma independiente para formar las mismas
variantes nitradas. Vale la pena destacar que la mayor contribucion de la especie NitroTyr al espectro
resultante podria sugerir que Tyr es mas susceptible a ser nitrado por esta técnica que Trp. Esta
sensibilidad diferencial se evalué también con proteinas, lo que sera abordado en la siguiente
seccion.

El andlisis espectral de fasores es una alternativa a la elaboraciéon de modelos para evaluar
cambios espectrales, por lo que empleamos este método para comparar la nitracion y oxidacién de
Tyr, Trp y su mezcla. El uso de los espectros de emision de fluorescencia para el analisis de fasores
no mostré diferencias entre ambas reacciones dado que se observa, de forma general, un fenédmeno
de quenching de la sefal en funcion del tiempo de irradiacion para todos los casos. No fue asi para
los espectros de absorbancia entre 260 y 510 nm, los cuales exhibieron dos tendencias bien
marcadas. Mientras que los productos de nitracién de Tyr, Trp y su mezcla empujan los fasores
espectrales hacia el centro del grafico del espacio de fasores, la oxidacién lo hace hacia arriba, lo
que provee una herramienta intuitiva para diferenciar cuando las muestras estan siendo nitradas u
oxidadas (Fig. 4-4F).
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Figura 4-4. Modificacion foto-dependiente de Tyr y Trp libres catalizada por Ru(bpy)s;Cl.. Espectros diferenciales de
la oxidacion (A) y nitracion (B) de Trp luego de 90, 180 y 360 s de irradiacion. Se monitore6 la oxidacion de la mezcla 1:1
de Tyr y Trp mediante la excitacion selectiva de DiTyr (AF, Aexc 340 nm) (C) y Trp (F/Fo, Aexc 295 nm) (D). La nitracién de
Tyr y Trp fue confirmada por la aparicion de los espectros caracteristicos de las especies nitratadas en el rango de 370 a
500 nm. El espectro UV-Vis resultante de la nitracion de la mezcla Tyr/Trp 1:1 fue reconstituido mediante la combinacion
lineal de los espectros de cada aminoéacido nitrado por separado (ajuste), con una contribucion del 70 % de NitroTyry 30 %
de NitroTrp. Los cambios espectrales de Absorbancia UV-Vis durante las modificaciones foto-inducidas se representan
como tendencias obtenidas a partir del analisis de fasores para las reacciones de nitracion (flechas continuas) y oxidacion
(flechas discontinuas) de Tyr y Trp, asi como también para la mezcla Tyr/Trp 1:1 (F).
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Teniendo en cuenta el objetivo de aplicar el sistema foto—inducible adaptado para la nitracién
de proteinas, basandonos en los resultados obtenidos, las condiciones 6ptimas de reaccion pueden
ser resumidas al empleo de buffer fosfato, la menor fuerza idnica compatible con el sistema de
estudio (idealmente menor a NaCl 150 mM) y pH 5,4 para maximizar la incorporacion del grupo Nitro
a los residuos de Tyr. Sin embargo, considerando que el rendimiento de la reaccion a pH 7,4 no fue
menor al 50 % del obtenido a pH 5,4, priorizamos la estabilidad proteica trabajando en condiciones

mas cercanas a las in vivo.

4.3- Nitracion de proteinas

4.3.1- La reaccion de foto-nitracion de proteinas es rapida y puede ser monitoreada
por métodos espectroscopicos

El sistema de modificacion de proteinas Ru(bpy)sCl./APS/luz, conocido como método PICUP
(entrecruzamiento de proteinas no modificadas inducido por luz o Photo-Induced Crosslinking of
Unmodified Proteins), se empled anteriormente en estudios de interaccion proteina-proteina,
particularmente en el contexto de enfermedades amiloides [219]. Sin embargo, tal como se especificd
al inicio de este capitulo, su aplicabilidad para la nitracién de proteinas no habia sido explorada. Asi,
luego de analizar la nitracién de Tyr y Trp como aminoacidos libres, el sistema PICUP modificado
mediante el agregado de NaNO; se empled en proteinas. Estas reacciones se realizaron a pH 7,4,
donde las modificaciones de residuos aromaticos pueden ser detectadas y evaluadas en proteinas
en condiciones mas cercanas a las in vivo. En este sentido, 4 proteinas modelo fueron seleccionadas
para las cuales se cuenta con detallada informacion estructural: Glutamato deshidrogenasa (GdH),
Proteina de union a acidos grasos intestinal (I-FABP), Lactato deshidrogenasa (LdH) y Lisozima
(HEWL). En todos los casos, la concentracion de proteina empleada fue fijada en 250 ug/mL y la
nitracion, con 10 mM NaNO., fue inicialmente evaluada por espectroscopia de fluorescencia, donde
la emision esta dominada por Trp (Aexc 275 nm). En relacion con los maximos de emision de Trp, GdH
e I|-FABP mostraron picos centrados en 336 nm, indicando que los residuos de Trp estan
parcialmente escondidos dentro de nucleos hidrofébicos; mientras que en los casos de LdH y HEWL,
los residuos de Trp estan levemente mas expuestos a un ambiente polar, dado que presentaron
maximos de emision a 342 nm. De manera similar a lo ocurrido con aminoacidos libres, la irradiacion
con luz azul indujo una reduccién progresiva de la intensidad de emision a lo largo de tiempo, sin
corrimientos de la posicion de los maximos (Fig. 4-5A-D). Esto sugiere un consumo uniforme de los
fluoréforos de las proteinas o, al menos, de los residuos de Trp. Tampoco se evidencia una
desnaturalizacién de las proteinas por las PTM introducidas, lo que se observaria como un

corrimiento hacia el rojo por una mayor exposicion al solvente de los fluoréforos remanentes. A pesar
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de que ambos aminoacidos pueden ser modificados, los espectros de absorbancia estan dominados
por un pico con maximo a 430 nm, compatible con la formacion de NitroTyr (Fig. 4-5A-D, graficos
internos). En sintonia, el analisis de fasores indica que la nitracion es la reaccién predominante
durante la foto modificacion en presencia de NaNO», como sugiere el movimiento de las muestras
hacia el centro del grafico, similar a lo observado para aminoacidos libres (Fig. 4-5E).

Luego de 360 s de irradiacion total, la cuantificacion de NitroTyr (¢*3°"™ = 4400 M~'cm™, a
pH~10) mostré rendimientos desiguales, siendo ~15-17 y ~6-7 yM NitroTyr para proteinas
monomeéricas y oligoméricas, respectivamente (Tabla 4-2). Es importante destacar que, a pesar de
que las proteinas presentan concentraciones similares de Tyr, la eficiencia de nitracién varié desde
7 al 33 %, no correlacionandose con la concentracion de sustrato, sino mas bien mostrando una
relacion inversa con el estado oligomérico de las proteinas. Esto sugiere una sensibilidad diferencial
a la nitracion basado en la exposicion de los residuos de Tyr, lo que aporta evidencia de que la foto-

nitracion actuaria a través de la generacién de radicales Tirosilo (mecanismo tipo I).
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Figura 4-5. Foto-nitracion de proteinas catalizada por el sistema Ru(bpy)sCl2/APS/NaNO2. Espectros de emision de
fluorescencia (Aexc 275 nm) y diferenciales de absorbancia (graficos internos) registrados durante la reaccién de nitracion
de 250 pg/ml de HEWL (A), I-FABP (B), LDH (C) y GDH (D). Analisis de fasores de la nitracion de proteinas (E).

Tabla 4-2. Composicion de las proteinas modelo y estimacion de la eficiencia de nitracion

Proteina Tyr/monémero [Prot] (uM) [Tyr] (UM) A[NitroTyr] (M) A[NitroTyr] / [Tyr] (%)
HEWL 3 17.5 52,5 17,3+0,7 332
I-FABP 4 16,6 66,4 15,8+ 1,3 24 +2

LdH (4) 7 1,7 47,6 6,9+22 14+5

GdH (6) 18 0,8 86,4 6,0 +2,4 7+3

La nitracién de residuos de Tyr se estim6 basado en los cambios espectrales. El contenido de Tyr para cada proteina se indica
por monémero. Los estados tetraméricos y hexaméricos para LdH y GdH, respectivamente, se indican entre paréntesis. La
concentracion de NitroTyr se estimé luego de 360 s de reaccién y alcalinizacion 1:1 con NaHCO3. La concentracion inicial de
proteina fue 250 ug/mL. Los resultados estan expresados como media + SEM.
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4.3.2- La nitracion de proteinas fue confirmada y cuantificada mediante espectrometria
de masas

Las modificaciones oxidativas de las proteinas fueron confirmadas por MS a nivel de
aminoacidos. Las muestras irradiadas se digirieron con las proteasas Tripsina o Glu-C, y se
analizaron luego mediante LC-MS/MS. Para este fin, se corrieron duplicados técnicos. Es importante
destacar que la nitracion de las muestras no afecto la cobertura de secuencia obtenida del analisis
por MS. Las secuencias de las proteinas monoméricas (HEWL e I-FABP) fueron cubiertas por
completo, mientras que para las proteinas multiméricas (LdH y GdH) se logré una cobertura del 78 %

(Esquema 4-1).

HEWL (P00698, de Gallus gallus , fuente natural , forma madura: 3 Tyr, 6 Trp, 1 His, 8 Cys, 2 Met)
Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (99,3%); Glu-C (21,7%); Combinado (99,3%)

kvFGRCELAAAMKRHGLDNYRG Y sLaNWvcAAKFESNFNTQATNRNTDGSTD Y GILQINSRWWOCNDGRTPGSRNLCNIPC s A
LLssDITASVNC AKKIVSDGNG MNAWVAWRNRckGTDVQAWIRGCRL

I-FABP (P02693, de Rattus norvegicus, recombinante : 4 Tyr, 2 Trp, 1 His, 0 Cys, 4 Met)
Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (71,2%); Glu-C (99,2%); Combinado (99,2 %)

(M)arocTWkvoRNENY EKF MEKMGINVVKRKLGAHDNLKLTITQEGNKFTVKESSNFRNIDVVFELGVDFAY SLADGTELTGTWT
MEGNKLVGKFKRVDNGKELIAVREISGNELIQT YTY EGVEAKRIFKKE

LdH (P13491, de Oryctolagus cuniculus, fuente natural: 7 Tyr, 6 Trp, 11 His, 5 Cys, 10 Met)
Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (78,0%); Glu-C (31,9%); Combinado (78,3 %)

(M)aaLkpaLiHNLLkEEHVPankiTvweveAvGe MACAIsiL MkpLabeL aLvovMEpkLkcEMMbLaHesLFLRTPKIVSGKD Y

SVTANSKLVITAGARQQEGESRLNLVQRNVNIFKFIPNVVK Y sPHCKLLVVSNPVDILT Y vAW kisGFPKNRVIGSGCNLDSARFR Y L
MecerLcvHALsCHeWiLceHcbssvpvWscMnvacvsLkTLHPELGTDADKEQWEKavHKavvDsAY EvikLkc YTTW AiG
LsvADLAESIMKNLRRVHPISTMLKGLY GikepvrLsvPCvLcanaGispvvkvTLTsSEEEAHLKksADTLWGIQKELQF

GdH (P00366, de Bos taurus, fuente natural, forma madura: 18 Tyr, 4 Trp, 14 His, 6 Cys, 13 Met)
Secuencia cubierta por MS/MS: Tripsina (69,9%); Glu-C (45,2%); Combinado (78,0 %)

AAADREDDPNFEKMVEGFFDRGASIVEDKLVEDLKTRETEEQKRNRVRSILRIKPCNHvLsLsFPIRRDDGSWEVIEG YRAQHSQHR
1PCKkGGIRYsTpvsvDeEVKALASL MTYKC AvvDVPEGGAKAGVKINPKN Y TDNELEKITRRETMIELAKKGFIGPGVDVPAPD MISTGE
REMsWiaptY asticHYpinaHACvTekrisaceiHGRIsATGRGVEHGIENFINEASY MsiLcMTPGEGDKTFVWQGFGNVGLHS
MRYLHrreAKCitveespesiWNPDGIDPKELEDFKLQHGTILGEPKAKI Y EGSILEVD C DILIPAASEKQLTKSNAPRVKAKIIAEGAN
cPTTPEADKIFLERNIMVIPDLY LNAGGVTVS Y FEWLNNLNHVS Y GRLTFK Y ERDSN Y HLL MsvaesL ERKFGKHGGTIPIVPTAEF
aprISGASEKDIVHsGLAY TMEeRsARQIMRTAMKY NLGLDLRTAAY VNAIEKVFRVY NEAGVTFT

Esquema 4-1. Secuencias cubiertas por el analisis MS/MS para proteinas tratadas y no tratadas. Las proteinas fueron
digeridas con las proteasas Tripsina (azul) y Glu-C (subrayado). Las secuencias cubiertas se destacan, ademas, en
negrita. La cobertura de secuencia combinada fue 99 % para las proteinas monomeéricas y 78 % para las multiméricas.
Para I-FABP y LdH, la primer Met (indicada entre paréntesis) no fue identificada, probablemente debido a la remocién del
residuo del N-terminal luego de la sintesis. Por otro lado, se destacan los aminoacidos potencialmente sensibles a la
oxidacion y nitracion con un mayor tamario de letra.

Los residuos nitrados se identificaron debido a la diferencia de masa de +45 Da en los
fragmentos de iones y y b derivados de los péptidos producidos por la digestion con proteasas. Se
identificaron péptidos nitrados en todas las proteinas, conteniendo NitroTyr o NitroTrp. Asi, los

diferentes paneles de la Fig. 4-6 muestran ejemplos de péptidos identificados como nitrados en LdH,
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GdH, LdH y HEWL. Como ejemplo, la diferencia de masa de +45 Da especificadas para los
fragmentos y8-y13 (naranja) y b7, b9-b12 en el péptido de LdH I""VSGKDYSVTANSK®* modificado
(Fig. 4-6A), confirman la nitracion de Yss. Ademas, los cromatogramas de iones extraidos para las
versiones nitrada y no modificada de este péptido mostraron una clara diferencia en el tiempo de
retencién (>6 min), lo que esta relacionado con un incremento en la hidrofobicidad del péptido debido
a la presencia del residuo nitrado [220]. Todos los péptidos nitrados eluyeron a tiempos de retencién

mayores (>3 min) que la version no modificada.

Calculamos el grado de modificacion a nivel de residuo en todas las proteinas usando el area
bajo la curva de los cromatogramas de iones extraidos (XICs) [190]. Los resultados se grafican en la
Fig. 4-7 y se encuentran resumidos en la Tabla 4-3. Para muestras de 300 pg/mL proteina que
fueron irradiadas por 200 s, el grado de nitracion de los residuos de Tyr (RNR) fue menor al 20 %
con la excepcion de Y71 € Y15 en I-FABP (29,8 % y 23,1 %, respectivamente) e Yss/Ys1 (23,5 %) en
HEWL. Sin embargo, el grado de nitracion varié ampliamente en cada una de las proteinas; y, para
ciertas posiciones, no se detectd que fueran sensibles al tratamiento. Por ejemplo, en LdH los
residuos con grado mayor y menor de modificacion fueron Yz (13,5 %) e Yss (<1 %),
respectivamente. Con la excepcion de los descriptos antes, encontramos valores similares para otros
residuos de Tyr en el resto de las proteinas: Y71, 4,1 % (HEWL); Y118/Y120, 17,3 % (I-FABP); Y464,
18,2 %, e Y152, menos de 1 % (GdH). En el caso de péptidos isobaricos (misma masa, M+45 Da) que
contenian dos residuos posiblemente nitrados, no fue posible cuantificar el grado de modificacion por
separado debido a que estos péptidos co-eluyen. Asi, se observé un grado de modificacién aparente
con valores elevados para los residuos Yss/Ya1 47,1 % en HEWL e Y118/Y120 34,6 % en |-FABP, en
comparacion con péptidos con 1 soélo residuo nitrado. Sin embargo, si asumimos una contribucion
equivalente para cada residuo al calculo del grado de modificacion total, los resultados se ajustan al

rango de grado de modificacion obtenido para los demas residuos de Tyr en estas proteinas.
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Figura 4-6. Identificacion de residuos nitrados por LC-MS/MS. Espectros MS/MS representativos de muestras nitradas
y no tratadas, tabla de comparacion de masas de los fragmentos y y b y cromatogramas extraidos para péptidos
seleccionados: (A) LdH, 7/IVSGKDYSVTANSK®; (B) GdH, “'DSNYHLLMSVQESLER*®; (C) I-FABP,
198EISGNELIQTYTYEGVEAK'?; y (D) HEWL, *NTDGSTDYGILAINSR?. Los residuos de Tyr destacados en negrita fueron
identificado como nitrados.

También investigamos la nitracién de los residuos de Trp en detalle, y los péptidos y residuos
identificados y cuantificados se listan en la Tabla 4-3. En general, la nitracién de Trp fue menos
eficiente que la de Tyr, con valores de RNR no mayores al 5 % en todas las proteinas evaluadas.
Los residuos de Trp mas nitrados para cada una de las proteinas fueron: Wass 3,8 % en GdH; W7
<1 % in I-FABP; W324 1,5 % en LdH; y W141 4 % en HEWL. Ademas, para el caso del péptido
12DDGSWEVIEGYR™® en GdH, se encontré evidencia de que este puede nitrarse tanto en Tyr como
en Trp, con un grado de modificacién total del 7,5 %. Sin embargo, el grado de modificacion de Y1ss
equivale al 90 % del grado de modificacion total, y sélo el 10 % restante al RNR de W19 (Tabla 4-3).
De acuerdo con Nuriel y col., la nitracion de Trp es menos eficiente que la de los residuos de Tyr
debido a tres factores principales. Ademas de su baja frecuencia en proteinas (aproximadamente
1 %) y su mayor hidrofobicidad (que conlleva una menor exposicion al solvente), un mayor potencial
redox de los residuos de Trp (1,015 V) comparado con el de Tyr (0,93 V) seria parcialmente

responsable de una menor susceptibilidad al tratamiento [218].

Tabla 4-3. Identificacion y cuantificacion libre de marca del grado de modificacion de proteinas sometidas a
la foto-oxidacion en presencia de Ru(bpy):Cl., APS y NaNO:

. . _— Secuencia cubierta Aminoacido Modificacién de Residuo (%)
Proteina / Secuencia peptidica Proteasa

(clivaje errado) modificado No tratada Tratada (RNR %)
Glutamato deshidrogenasa (GdH)
VIVEGFFDR Tripsina 69-76 Mo 9,6 £ 0,1 254 0,5
DDGSWEVIEGYR Tripsina 125-136 Wiz L2 25:1(06£01)

Y135 - 7x1(7%1)
STDVSVDEVK Tripsina 152-162 Yis2 - 05+0,1(0,5%0,1)
ALASLMTYK Tripsina 163-171 Mies g RE0e sz

Y70 0,4£0,0 25403 (0,20,1)
NYTDNELEK Tripsina 192-200 Yies - 12+£0,2(1,2£0,2)
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RFTMELAKK Tripsina 204-212 (2) Mao7 19408 12,2+0,2
LAKKGFIGPGVDVPAPDMSTGERE Glu-C 209-232 (3) Ma2s 20,6 £0,7 191+0,5
Ma33 28+0,7 7,3+0,2
EMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGR  Tripsina 232-268 Wass 121+0,6 20 + 1 (NN)
Y47 5 1,9+0,1(1,9£0,1)
LHRFGAK Tripsina 319-326 (1) Y319 - 11,7+ 0,6 (11,7 £ 0,6)
SDGSIWNPDGIDPKELE Glu-C 333-349 (3) Wass 10,6 + 0,1 21,0£0,2 (3,8 £0,1)
DFKLQHGTILGFPKAKIYE Glu-C 350-368 (1) Yao7 <0,1 18+2(18%2)
LTFKYER Tripsina 454-460 (1) Yass 5 0,5+0,1(0,5%0,1)
L Yaea - 18+ 1(18£1)
DSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEFQDR  Tripsina 461-496 (3)
Mass 1M1£1 42 +3
ISGASEKDIVHSGLAYTMER Tripsina 497-516 (1) Ys1z (Y=L S8 Bl (2
Ms14 7,3+0,1 14,2 +0,1
TAMKYNLGLDLR Tripsina 524-535 (1) Msze 181 159 £ 04
Ys28 - 1,6+0,2(1,6%0,2)
TAAYVNAIEK Tripsina 536-545 - - -
VYNEAGVTFT Tripsina 549-558 Yss0 - 1,7+02(1,7£0,2)
Proteina de union a acidos grasos Intestinal
(I-FABP)
AFDGTWK Tripsina 2-8 W, 13+3 14,3 +2,9 (0,61 £ 0,01)
NYEKFME Glu-C 14-20 (1) Yis ) AR £ D) (P12 1)
Mg 4+2 182+0,6
MGINVVK Tripsina 22-28 My, 58+0,1 18,1+0,1
LGVDFAYSLADGTE Glu-C 65-78 (2) Yoq 5 31,6 £0,7 (29,8 £ 0,5)
LTGTWTMEGNKLVGKFKRVDNGKE Glu-C 79-102 (2) Wes 129203 20+ 1(NN)
Mgs 19 +2 14+3
EISGNELIQTYTYEGVEAK Tripsina 108-127 Yi1s L (05722 ) (17537 E3 (L)
Yi20 (<0,1) (17,5 + 0,3) ([17,3 £ 0,3])
Lactato deshidrogenasa (LdH)
DLADELALVDVMEDKLK Tripsina 43-59 (1) M, 48+8 16 +4
LKGEMMDLQHGSLFLR Tripsina 58-73 (1) M. (15,2£0,3) (16£3)
Mgs (15,2+0,3) (16 £ 3)
IVSGKDYSVTANSK Tripsina 77-90 (1) Yes 5 0,9+0,1(0,5%0,1)
NVNIFKFIIPNVVKYSPHCK Tripsina 113-132 (2) Y27 2,8+0,6 6,7+0,5(4,1%0,1)
FRYLMGER Tripsina 170-177 Y1z ) 0.5£0.1(0,5£0,1)
Mi74 72+05 9,1+0,2
LGVHALSCHGWILGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLK  Tripsina 178-212 Wanr 55£01 15,4£0,1 (NN)
M204 9+1 18+2
TLHPELGTDADKEQWK Tripsina 213-228 (1) Wz 11,6+0,8 14,4 + 0,4 (0,1 £ 0,0)
QVVDSAYEVIK Tripsina 233-243 Y23 - 13,5+ 0,5 (13,5 0,5)
VHPISTMLK Tripsina 270-278 - - -
SADTLWGIQK Tripsina 319-328 Wazs 14,3+0,4 18,4+ 0,6 (1,5%0,1)
Lisozima (HEWL)
CELAAAMKR Tripsina 24-32 (1) Mso 62 10£2
Yag 5 (23,5 + 0,5) ([23,5 * 0,5])
HGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNR  Tripsina 33-63 (2) Yar 5 (23,5 + 0,5) ([23,5 * 0,5])
Was 6,3+0,5 12,9 + 0,4 (NN)
NTDGSTDYGILQINSR Tripsina 64-79 Yo - 43+0,1(4,1£0,1)
WWCNDGRTPGSR Tripsina 80-91 (1) Weo (14£2) (21£1)(139£01])
W, (14 £ 2) (21 £1) ([3,9 2 0,1])
Mi2s 11,2+0,2 22+3
KIVSDGNGMNAWVAWRNR Tripsina 115-132 (2) Wiz (23£0,3) (14,2 £0,9) (0,3 % 0,0)
Wiz (2,3+0,3) (14,2 +0,9) (NN)
CKGTDVQAWIR Tripsina 133-143 (1) Wit 6,5+0,1 17,7+ 0,6 (4,0 £ 0,1)

La numeracion de los péptidos y residuos para cada proteina esta basada en la secuencia completa de acuerdo con los archivos
FASTA obtenidos de la base de datos de Uniprot. Las modificaciones variables consideradas para la cuantificacion fueron: +45 Da
(nitracion, +1N +20), y +16 Da (hidroxilacion, +10) para Tyr; +45 Da, +16 Da, +32 Da (oxidacion, +20), +14 Da (Oxolactona, -2H
+10) and +4 Da (quinurenina, +10 -1C) para Trp; y +16 Da para Met. No se detectaron modificaciones de Cys luego del tratamiento
con DTT+IAA. Tampoco se detectd nitracion en residuos de His. Se asociaron espectros MS/MS a la oxidacién de His (+10), pero
estos fueron pocos, esporadicos y su cuantificacion fue dificultosa. En los casos que fue posible, no se observaron diferencias entre
la muestra tratada y no tratada. Los valores que se muestran entre corchetes corresponden a residuos dentro de un mismo péptidos
para los que no fue posible cuantificar grados de modificacion individuales; con lo cual se considera una contribuciéon equitativa de
cada residuo. Los valores entre paréntesis y en negrita indican el RNR (%) calculado luego de la aplicacion del sistema foto-inducible.
También indican residuos de Trp para los que no se detecto la nitracion (NN).
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Figura 4-7. Representacion grafica de la estimacion del grado de nitracion. Los resiudos de Tyr y Trp se muestran
coloreados de acuerdo al RNR (%) estimado para las cuatro proteinas: (A)HEWL (PDB 6RXIl); (B) I-FABP (PDB 1IFB); (C)
LdH (PDB 5NQQ); y (D) GdH (PDB 6DHD). Para GdH y LdH, se muestra un sélo monémero componente de la estructura
oligomeérica.

4.3.3- Caracteristicas estructurales modulan el grado de nitracion de residuos
especificos

Para explorar otros factores que pueden explicar la susceptibilidad de los residuos al sistema
foto-inducible, evaluamos la relacion entre el RNR y la accesibilidad o la exposicién de los residuos,
estimada como el area superficial accesible al solvente relativa (RSA). De esta forma obtuvimos la
superficie accesible al solvente (SASA) a partir de las estructuras del PDB 6DHD (GdH), 1IFB
(I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL) y estimamos la RSA a partir de ella, para todos los residuos
de Tyry Trp. A modo de ejemplo, se muestra la visualizacion de la relacion entre la RSA y RNR para
HEWL (Fig. 4-8A) y se detallan los valores obtenidos para las cuatro proteinas en la Tabla 4-4. Como
se muestra en la Fig. 4-8B, se observd que la nitracién de Tyr presenta una buena correlacion con
la RSA para los casos de HEWL y LdH. A pesar de que los residuos de I-FABP presentaron valores
de RNR mayores a los esperados, esto puede ser explicado por su estructura hueca y por presentar

alta flexibilidad conformacional. Por otro lado, GdH mostré resultados mas dispersos, con algunos
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residuos, aparentemente inaccesibles al solvente segun su RSA (como Y247 € Y319), con mayor grado
de modificacion que otros mas expuestos (Y103 € Yss). Para el caso de Trp, la nitracion fue, en
términos generales, menos eficiente que la modificacion de Tyr, aun en casos con residuos con RSA
similares (como en los pares Ysgu1y Wsos1, HEWL). Sin embargo, se observé una fuerte correlacion
entre RNR y RSA en HEWL, LdH y GdH (Fig. 4-8C).
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Figura 4-8. Relacion entre RNR (%) y la superficie expuesta al solvente de residuos aromaticos. (A) Visualizacion de
la correlacion entre RNR y SASA para residuos de HEWL. La superficie expuesta al solvente estimada se muestra con un
50 % de transparencia. Para los residuos de Tyr y Trp se representan sus respectivos radios de Van de Waals, siguiendo
el cadigo de color segun su RNR. * indica residuos cuyo RNR no fue cuantificado individualmente. La correlacion entre
RNR y RSA (%) se presenta para Tyr (B) y Trp (C) para las proteinas modelo. Sélo se grafican residuos identificados en
los experimentos de LC-MS/MS.

Tabla 4-4. Comparacion entre los RNR (%) de Tyry Trp y su
superficie expuesta al solvente (SASA y RSA)

Prot./Aminoacido SASA Promedio (A?) RSA % RNR %

GdH

Y135 29,9 11,4 6,9
Yis2 1,2 0,4 0,5
Y170 0 0 0,2
Y193 31 11,8 1,2
Y240 0 0 NN
Y2a7 0 0 1,9
Y289 7,6 2,9 NI
Y319 11,2 43 11,7
Yze7 58,7 22,3 17,8
Ya29 0 0 NI
Yasg 2,2 0,8 NI
Yas1 4,8 1,8 NI

65



Optimizacidon de protocolos de modificacion fotoquimica

Yass 2,1 0,8 0,5
Yaea 72,4 27,5 18,2
Ys12 37 14,1 5,7
Ys28 444 16,9 0,9
Ys39 0 0 NN
Ysso 22,4 8,5 1,7
W29 8,1 2,9 0,6
Wass 11,5 4 NN
W3 75,1 26,3 3,8
Waaz 2,7 1 NI
I-FABP

Yis 7,6 2,9 23,1
Y71 11 4,2 29,8
Yi1s 0 0 (17,6)
Y20 6,3 2,2 (17,6)
W=7 0 0 0,6
Was 0 0 NN
LdH

Yss3 10,5 4 0,5
Y27 55,1 21 4,2
Y145 12,3 4,7 NI
Y172 29,5 11,2 0,5
Yasg 91,1 34,6 13,5
Yaa7 79,6 30,3 NI
Yas1 25,1 9,6 NN
Wsg 37,4 13,1 NI
Wigs 0,3 0,1 NN
Wao1 24,4 8,6 NN
W7 1,9 0,7 0,1
Waso 17,6 6,2 NI
Waz4 71,2 25 1,5

HEWL

Yas 56,9 21,6 (23,5)
Ya1 44,3 16,9 (23,5)
Y71 19,3 7,3 4.1
Wae 0 0 NN
Weo 118,7 41,6 (3.9)
W1 27,4 9,6 (3,9)
Wizs 9,4 33 0,3
W29 12,7 4,5 NN
Wias 53,7 18,8 4,0

Los parametros SASA y RSA fueron calculados para residuos de Tyr y Trp
usando el software Surface Racer 5.0 basado en las estructuras obtenidas del
PDB 6DHD (GdH), 1IFB (I-FABP), 5NQQ (LdH) y 6RXI (HEWL). Para el caso
de las proteinas oligoméricas, los valores de SASA informados son el promedio
de todos los mondmeros reportados. Para la estimacion de RSA %, los valores
SASA fueron normalizados por las areas maximas accesibles tedricas
calculadas por Tien y col. [191] y expresados como porcentaje. NI indica
residuos no cubiertos por el analisis por LC-MS/MS. NN indica residuos que
fueron identificados en el analisis, pero no como nitrados en las muestras
tratadas. Valores entre paréntesis indican residuos cuyos RNR no fue posible

estimarlos individualmente.
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A pesar de que el contacto entre el fotosensibilizador y el sustrato pareciera ser critico,
nuestros resultados sugieren que, ademas de las caracteristicas estructurales, otros factores también
podrian ser relevantes para explicar la susceptibilidad de los residuos aromaticos al sistema foto-
inducible. Por ejemplo, Souza y col. han propuesto que la estructura secundaria y la carga de los
aminoacidos vecinos pueden jugar un rol decisivo en la nitracion de HEWL con peroxinitrito [221].
Dado que estos factores son especificos de cada proteina y dependientes del ambiente que rodea
los residuos aromaticos, asi como también de su secuencia, un analisis mas detallado del impacto

de estos factores en las proteinas modelo se detalla a continuacion.

- Lisozima (Uniprot P00698, Gallina)

Es una proteina monomérica pequefna con actividad 1,4-B-N-acetilmuramidasa que se pliega
en una estructura compacta y globular. Con 129 residuos, su forma madura muestra una estructura
secundaria que involucra 6 a-hélices y 3 hojas-B, unidas por giros y vueltas, que constituyen los
dominios a y B. La forma madura posee 6 Trp, 3 Tyr, una His, 2 Met e incluso 8 residuos de Cys, los
cuales forman 4 puentes disulfuro, estabilizando la estructura nativa de esta proteina. HEWL fue una
de las primeras proteinas cristalizadas [222] y, dado que es facilmente obtenible, ha sido una proteina
modelo empleada en numerosos estudios de estructura y fotoquimica [223—-225]. En relacién con su
nitracion in vitro, ha sido evaluada utilizando otros sistemas de nitracion como peroxinitrito,
peroxinitrito/CO,, mieloperoxidasa (MPO)/H202/NO2” y tetranitrometano [221,226—228], con
resultados similares a los obtenidos en este trabajo en términos del patrén de nitracion de Tyry Trp.
En particular, el uso del sistema Ru(bpy)s*2/APS/NO; permitio la nitracién de los 3 residuos de Tyr
(con altos grados de modificacion para 2 de ellos), y de 4 (de 6) residuos de Trp (Fig. 4-7A). Como
se menciond anteriormente, las diferencias en la nitracién pueden ser explicadas en términos de la
accesibilidad al solvente, la estructura secundaria y las cargas de los aminoacidos cercanos [221].
En nuestro analisis, se observd que los residuos Yss e Yaq, situados en una vuelta expuesta al
solvente, son mas susceptibles a la nitracion que Y71. Especificamente, el grado de nitracion del par
Y3s/Y41 e correlaciona directamente con una mayor area expuesta al solvente (~50 A2, en promedio);
mientras que Y74, al estar localizado en una hoja-B con accesibilidad del solvente reducida (19 A?),
presentd un menor grado de modificacion (Fig. 4-7A y Tabla 4-4). Ademas, la interferencia
electrostatica por el residuo Rgs (el cual fue previamente asociado a la baja efectividad de nitracion
de Y71 usando peroxinitrito), puede ser también responsable de la repulsion del Ru(bpy)s*? vy, por lo
tanto, del bajo RNR obtenido en este estudio.

Por otro lado, los calculos de SASA (y RSA) para los residuos de Trp mostraron una
correlacion directa con RNR, siendo Wgo y W1s1 los residuos mas nitrados, mientras que Was,
marginado al interior de la estructura proteica, no fue identificado como nitrado. A pesar de que no

fue posible cuantificar los valores individuales de RNR de los residuos Wgoy Wsg4, €l mayor numero
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de eventos de secuenciacién (espectros de MS/MS) asociados a Wgo sugiere que este residuo podria
ser mas susceptible que Wss. Esto también se correlaciona con los valores de SASA (118 y 27 A2,
respectivamente). Una vez mas, la accesibilidad al solvente podria no ser el Unico factor que dicta la
nitraciéon de los residuos mediante el sistema foto-inducible que aplicamos. Aunque fueron
identificados como nitrados, los residuos de Trp presentaron bajos valores de RNR, incluso cuando
el RSA calculado fue similar al de residuos de Tyr (ver Tabla 4-4). La proximidad de residuos
cargados, como Rrea Wgoy Wg1 0 Ri27 @ W12 (de manera similar que Rgs e Y71), puede ser un factor
determinante para los bajos RNR observados. Sin embargo, un estudio mas detallado muestra que
la oxidacion de estos residuos parece prevalecer por sobre la nitracién (ver mas adelante). Es
importante destacar que, basados en datos cristalograficos, Weo, We1y W12 han sido propuestos
como residuos involucrados en el sitio de unioén a sustrato via la interaccion anillo aromatico-azucar
[229], lo que podria indicar que estos residuos serian mas accesibles de lo estimado gracias a cierta
flexibilidad conformacional. Por lo tanto, la modificacion de estos residuos merece una atencion

especial.

- Proteina de Unién a acidos grasos intestinal (Uniprot P02693, Rata)

Es una proteina intracelular pequena (14 kDa) presente en enterocitos intestinales de
mamiferos e involucrada en la absorcién, transporte y metabolismo de acidos grasos [230]. Al
contrario que HEWL, adopta una estructura hueca, caracterizada por un barril 3, que consiste en 10
hojas-p antiparalelas, con una tapa formada por un segmento de hélice-giro-hélice que cierra el sitio
de unién del acido graso [231,232]. Particularmente, la secuencia de |-FABP de rata incluye 2 Trp, 4
Tyr, y 3 residuos de Met, pero ninguno de Cys. Dado que los residuos aromaticos estan
principalmente localizados en el barril, como parte del nucleo hidrofébico y/o del sitio de unién a
ligando, con sus cadenas laterales mirando la cavidad interna, no sorprende que los residuos de Tyr
y Trp son, en principio, inaccesibles al solvente (Tabla 4-4) y tedricamente no disponibles para
nitracion. Sin embargo, Koeck y col. reportaron la nitracion de FABP de adipocito de ratén usando
peroxinitrito [233]. En nuestro estudio, la aplicacion del sistema foto-inducible de nitracién permitié la
nitracion de todos los residuos de Tyr y W7, a pesar de su aparente inaccesibilidad (Fig. 4-7B). Esto
puede ser explicado basandonos en la alta flexibilidad que se cree que es necesaria para la entrada
y salida del ligando/acido graso a la cavidad. EI movimiento de la region portal, que incluye el
segmento hélice-giro-hélice y los giros-f CD y EF, y/o la hendidura en la estructura del barril entre
las hojas BE and BD, actuarian como puertas dinamicas [234] y facilitarian la accesibilidad a los
residuos aromaticos y el contacto con Ru(bpy)s*? y radicales *NO., promoviendo su nitracion. Por
ejemplo, Y71, el cual presenta una alta susceptibilidad a la nitracién (RNR 30 %), esta localizado en
la hoja BE. Ademas, Y118 € Y120 también presentaron altos grados de nitracion. Estos resultados

podrian ser atribuidos a la presencia del residuo E121, expuesto al solvente (80 A?) y localizado en el
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giro entre las hojas B | y J, cuya carga negativa podria incrementar la concentracion local de iones
Ru(bpy)s*.

-Lactato deshidrogenasa (Uniprot P13491, Subunidad cadena A/M, Conejo)

La isoforma de musculo de conejo es una oxidoreductasa homotetramérica que cataliza la
oxidacion reversible de L-lactato a piruvato, empleando NAD* como cofactor. Esta caracterizada por
presentar una estructura secundaria conocida como plegamiento de Rossman (importante para la
unién del dinucléotido), que involucra 2 hojas-B rodeadas por a-hélices en cada monémero [235].
Presenta numerosos residuos aromaticos, 6 Tyry 7 Trp, asi como también 5 Cys reducidas (no
involucradas en puentes disulfuro) y 9 residuos de Met. Debido a su rol central en el metabolismo
celular manteniendo la homeostasis del par redox NADH/NAD®, algunas PTM han sido asociadas al
desarrollo de condiciones patoldgicas. Por ejemplo, la fosforilacién de Tyr y la acetilacion de Lys han
sido asociadas a la reprogramacion metabdlica en células cancerosas [236] y la nitracién de Tyr ha
sido identificada en muestras de pacientes con Alzheimer [237]. Ademas, el modelado in vitro de
condiciones de nitracién en células PC12 tratadas con peroxinitrito mostré que la LdH es susceptible
a la nitracidon, donde se identificaron varios residuos aromaticos nitrados como Ysgs, Y145, W227, Y23,
Y247 Yy W34 [238]. En nuestro estudio, la nitracion foto-inducida por Ru(bpy)s*? mostrd grados de
modificacion que se correlacionan con la superficie expuesta al solvente (SASA) para cada residuo,
resultado que es particularmente notorio para Yasg (13,5 %) € Y127 (4,1 %), los cuales presentan
valores de SASA de 91,1y 55,1 A2, respectivamente (Fig. 4-7C y Tabla 4-4). Se ha sugerido que la
nitracion de residuos de Tyr podria ser promovida por aminoacidos acidos cercanos [239]. Por lo
tanto, Ez40 podria ser responsable del grado de nitracion de Y239, junto con el area de exposicién al
solvente elevado de este ultimo residuo. Por el contrario, a pesar de que Ysgs se encuentra adyacente
a Dsp, su bajo valor de SASA (10,5 A?) podria ser un factor decisivo para la baja efectividad de
nitracion observada. Tal como se menciond antes, los residuos basicos podrian tener un efecto
negativo. Como ejemplo, la nitracion de Y172 se vio particularmente afectada, a pesar de estar
parcialmente accesible al solvente. Su bajo grado de nitracion podria ser explicado por la presencia
de Ri70, probablemente repeliendo iones Ru(bpy)s*3. De manera similar a lo que se describio para el
caso de HEWL e I-FABP, la nitracion de residuos de Trp no fue detectada o los valores de RNR
fueron significativamente menores a los de Tyr. Sin embargo, aunque los valores de RSA de Wi e
Y239 son comparables (34,6 % y 25 %, respectivamente), el ultimo residuo presenté un grado de
modificacion aproximadamente 10 veces superior (1,5 % vs. 13,5 %), lo que sugeriria que los
residuos de Tyr podrian ser mas sensibles al tratamiento con el sistema Ru(bpy)s*%APS/NO;/luz

azul.
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-Glutamato deshidrogenasa (Uniprot P00366, Bovino)

Es una proteina homohexamérica mitocondrial que convierte L-Glu en a-cetoglutarato. Esta
compuesto por 3 dominios principales: el sitio de unién de Glu (mayormente organizado como
hojas-B), el sitio de unién de NAD(P)* y un dominio regulatorio. Protruyendo del dominio de unién de
NAD?*, una larga regién helicoidal, conocida como “antena”, puede sufrir cambios conformacionales
que abren y cierran el sitio activo, lo que provee a GdH con una gran flexibilidad estructural [240,241].
Cada mondémero maduro es rico en residuos de Tyr (18) y Met (13), e incluso posee 4 Trp y 6 residuos
de Cys. Varias PTM han sido descriptas en diferentes isoformas de GdH: ADP-ribosilacion en
residuos de Cys [242], fosforilacion [243] y acetilacion de Lys [244]. Mediante el analisis de LC-
MS/MS, pudimos detectar 14 residuos de Tyr, de los cuales 12 estaban modificados y 3 residuos de
Trp (2 modificados), los cuales presentaban grados de nitracion variados (Fig. 4-7D) a pesar de que
los residuos de Tyr no presentaban una buena correlacién con RSA (Table 4-4, Fig. 4-8A). Reportes
previos, empleando diferentes agentes de nitraciéon, han descripto la modificacion en Y319, Ysos
(hemina—H202,—NO2"), Yass, Ysso (SIN-1) y Yaes (tetranitrometano), aportando evidencia adicional que
incluso residuos de Tyr no expuestos pueden ser modificados [174,245]. El hecho que GdH pueda
adoptar conformaciones abiertas o cerradas con una gran flexibilidad intrinseca, particularmente en
el dominio de unién a nucledtido [241], podria explicar los valores de RNR de residuos que presentan
bajo SASA en las estructuras cristalograficas, como Y135 € Y319. Otro residuo interesante es Y47 (RNR
1,9 %), el cual, a pesar de encontrarse en una cavidad interna, puede ser modificado por analogos
de nucledtidos, afectando el sitio alostérico de unién a NADH [246]. Por lo tanto, debido a los cambios
conformacionales necesarios para acomodar los sustratos y cofactores, no es sorpresa que, a pesar

de los valores SASA calculados, estos residuos puedan ser nitrados.

4.3.4- Modificaciones oxidativas secundarias del sistema foto-inducible

Una de las caracteristicas de las reacciones radicalarias es su baja selectividad. Tipicamente,
estas reacciones estan asociadas a procesos oxidativos durante los cuales, los residuos de Met son
comunmente modificados. Ademas, se sabe que el sistema de ionizaciéon empleado para el analisis
por MS (ESI, electrospray ionization) también dispara la oxidacién de Met [247], generando Met
sulfoxido. Dado esto, es una modificaciéon presente incluso en muestras no tratadas, por lo que se la
usé para evaluar los resultados de oxidacién de péptidos obtenidos en las muestras tratadas. La
oxidacion de Met en GdH e |-FABP pareciera que pudiese ser inducida por el tratamiento con
Ru(bpy)s"*?/APS/NO,/luz azul (Tabla 4-3). Sin embargo, en el caso de LdH observamos una falta de
uniformidad con relacién al efecto sobre los residuos de Met. El grado de oxidacion de M2os pareciera
ser mayor en las muestras nitradas que en la no tratada, pero ocurre lo opuesto para el caso de Mazs.

De manera similar, no hay una evidencia clara de un aumento en la oxidacion de Met en HEWL.
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Tabla 4-5. Comparacién entre la nitracién e hidroxilaciéon de residuos de Tyry Trp

(0 )
Proteina / Secuencia peptidica Amlr:lt?amdo RMR [ . e
Modificado Nitracion Hidroxilaciéon
No tratada Tratada
Glutamato deshidrogenasa (GdH)
DDGSWEVIEGYR W29 0,6 £0,1 0,2+0,1 84+08
Yi3s 7 +1 NH NH
STDVSVDEVK Yis2 0,5+0,1 NH <0,1
ALASLMTYK Y170 0,2+0,1 0,4+0,1 23+0.2
NYTDNELEK Y193 1,2+0,2 NH NH
EMSWIADTYASTIGHYDINAHACVTGKPISQGGIHGR ~ Wass NN 0,1+0,0 74+02
Y247 1,9+0,1 NH NH
LHRFGAK Y319 11,7+0,6 NH NH
SDGSIWNPDGIDPKELE* Wasg 3,8+0,1 0,8+0,1 6,2+0,2
DFKLQHGTILGFPKAKIYE Y3e7 18+2 0,1+0,0 0,1+0,0
LTFKYER Yass 0,5+0,1 NH NH
DSNYHLLMSVQESLERKFGKHGGTIPIVPTAEFQDR Ya64 18+1 NH NH
ISGASEKDIVHSGLAYTMER Ysi12 57+0,1 1,0+0,1 0,6 +0,1
TAMKYNLGLDLR Ys2s 1,6+0,2 NH NH
VYNEAGVTFT Y50 1,7+0,2 NH NH
Proteina de unién a acidos grasos intestinal (I-FABP)
AFDGTWK W- 0.6+0.1 0.7+0.1 23+0.1
NYEKFME Y15 23,1+0,9 NH 1,9+0,2
LGVDFAYSLADGTE * Y74 29,8+0,5 NH 1,9+0,2
LTGTWTMEGNKLVGKFKRVDNGKE Wes NN NH 3+1
EISGNELIQTYTYEGVEAK Yi1s (17,3+0,3) (0,1+0,0) (0,2+0,0)
Y20 (17,3 £ 0,3) (0,1 +0,0) (0,2 +0,0)
Lactato deshidrogenasa (LdH)
IVSGKDYSVTANSK Yas 0,5+0,1 NH 0,4+0,1
NVNIFKFIIPNVVKYSPHCK Y27 4,1+0,1 28+0,6 25+0,3
FRYLMGER Yi72 0,5+0,1 NH NH
LGVHALSCHGWILGEHGDSSVPVWSGMNVAGVSLK W21 NN 8,7+0,8 0,7+0,7
TLHPELGTDADKEQWK Waor 0,1+0,0 1,8+£0,2 3,1+0,2
QVVDSAYEVIK Y239 13,5+0,5 NH NH
SADTLWGIQK Waq 1,5+0,1 2,0+0,1 52+0,1
Lisozima (HEWL)
HGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNR Yas (23,5+0,5) NH NH
Ya (23,5+0,5) NH NH
Wae NN 1,8+£0,3 4,7+0,2
NTDGSTDYGILQINSR Y74 4,1+£0,1 NH 0,2+0,1
WWCNDGRTPGSR Weo (3,9+0,1) (5,5+0,5) (8,9+0,4)
W, (3,9+0,1) (5,5+0,5) (8,9+0,4)
KIVSDGNGMNAWVAWRNR W26 0,3+0,0 (1,3+0,3) (7,9+04)
Wize NN (1,3+0,3) (7,9£0,4)
CKGTDVQAWIR W41 4,0+0,1 2,0+0,2 55+0,4

La numeracion de los péptidos y residuos esta basada en la secuencia completa de aminoacidos de cada proteina de
acuerdo a los archivos FASTA obtenidos de la base de datos de Uniprot. Todos los péptidos derivan de muestras tratadas
con Tripsina, excepto aquellos marcados (*) que corresponden a péptidos nitrados identificados y cuantificados luego del
tratamiento con Glu-C. Los valores reportados entre paréntesis corresponden a residuos para los cuales no fue posible la
cuantificacion individual. NH (No Hidroxilado) indica residuos que no fueron detectados como hidroxilados; y NN (No Nitrado)
aquellos no detectados como nitrados.

Por otro lado, en los casos de péptidos conteniendo Tyr o Trp junto con Met, tal como
F''RYLMGER"" (Y172/M174, LdH), generalmente la oxidacion de Met contribuyé en mayor medida al
calculo de modificacién total del péptido, aunque una gran proporciéon de la oxidacion de Met se
encuentra también en la muestra no tratada. No tenemos actualmente una explicacion para este
fendmeno debido a que no puede ser totalmente atribuido al sistema foto-inducible, pero tampoco
podemos descartar en este punto que no haya una promocion de la oxidacion de residuos de Met

por las reacciones foto-inducidas.
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También se realizé un analisis exhaustivo de potenciales modificaciones oxidativas que
pudieran surgir a partir de la aplicacion del sistema de nitracién sobre otros residuos de aminoacidos.
La nitracion de Phe y His no pudo ser detectada. Encontramos evidencia de la oxidacion de Tyry Trp
(+10, +16 Da) en numerosos peéptidos de las cuatro proteinas modelo. Como se detalla en la
Tabla 4-5, la hidroxilacion de Tyr es minoritaria en comparacién a su nitracién, siendo Y170 en GdH
la excepcion donde del 2,5 % de modificacion total del péptido, la nitracién representa soélo el 0,2 %,
mientras que el resto corresponde a la hidroxilacion. Por el contrario, los residuos de Trp fueron mas
sensibles a modificaciones oxidativas, aunque estas PTM también fueron identificadas en las
muestras no tratadas. Junto con la hidroxilacidon, otras modificaciones comunes también fueron
exploradas: +4 Da (Quinurenina, +10 -1C), +14 Da (Oxolactona, +10-2H), y +32 Da (N-
formilquinurenina, dioxindolilalanina o dihidroxitriptofano, +20). Los resultados se muestran en la
Figura 4-9. Particularmente, el producto de oxidacién +16 Da y, en menor medida, +32 Da parecen
ser inducidos por el sistema fotoinducible; mientras que +4 y +14 Da mostraron niveles relevantes ya
en las muestras no tratadas. En este sentido, se ha reportado que el sistema Ru(bpy)s*?/APS/aire
podria promover la oxidacion de residuos por dos vias: a través de la formacion de radicales y
mediante la formacion de oxigeno singlete. La generacion de este ultimo podria explicar la mayor
susceptilidad de los residuos de Trp a ser oxidados que los residuos de Tyr a pH 7,4 [248]. Asimismo,
se ha reportado el aumento de la oxidacion de residuos de Trp luego de la fotosensibilizacién con
Rosa de Bengala, en reacciones de modificacion promovidas a partir de la generacién de oxigeno
singlete. Sin embargo, a diferencia de lo observado en nuestro estudio, la oxidacién de Tyr (+16 Da)
también aumento sensiblemente luego de la fotosensibilizacion [249]. Por udltimo, vale la pena
destacar que, al contrario de la nitracién de Trp libre, la nitracién de Trp en proteinas fue minoritaria

en comparacion al resto de las modificaciones.
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Figura 4-9. Oxidacion de residuos de Trp. Las contribuciones individuales de diferentes modificaciones oxidativas de Trp
en la muestras no tratada (barra rayada) y tratada (barra sélida) se expresan como porcentaje del total de los péptidos
identificados basado en la cuantificacion libre de marca a partir de los cromatogramas extraidos. *Los pares 80/81y 126/129
en HEWL corresponden a residuos que pertenecen al mismo péptido y cuyos niveles de modificacion no pudieron ser
cuantificados individualmente. Se asume una contribucion equivalente de cada residuo y sélo una de estas contribuciones
esta representada en el grafico.

Cualquier modificacién oxidativa de los residuos de Cys, si ocurren, fueron revertidas con el
tratamiento con DTT durante la preparacion de las muestras para el analisis de MS, ya que no se
observaron versiones oxidadas de este residuo. Por otro lado, se analizé también la oxidacion de
residuos de His (+10, +16 Da). Se asociaron espectros MS/MS a esta modificacion, pero estos
fueron escasos y esporadicos, como en el caso de Hsis en LdH. La cuantificacién de esta
modificacion solo fue posible en muy pocos casos y no mostro diferencias entre la muestra tratada y
no tratada. Por ultimo, dado que la oxidacion de residuos de Tyr a DiTyr compite con la formacién de
NitroTyr, es posible que esta modificacion también se encuentre presente. Sin embargo, bajo las
condiciones de nitracion, no se detectd fluorescencia de Dityr mediante la excitacion selectiva a
340 nm. Teniendo en cuenta estos resultados, el método presentado muestra una preferencia a la

nitracién de residuos de Tyr, junto con la oxidacion de Trp, la cual debe ser considerada.

4.4- Conclusion

El modelado de PTM relacionadas al estrés oxidativo es una tarea desafiante, dado que
muchos sistemas de oxidacion llevan a la aparicion de modificaciones no deseadas (tales como el
entrecruzamiento con las mismas proteinas accesorias), y requieren desde horas a dias para generar

las especies oxidadas. El método foto-inducido con Ru(bpy)s*#APS/NO descripto en esta seccién
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es una alternativa viable para introducir sistematicamente modificaciones oxidativas y para nitrar
residuos de Tyr en particular. Anteriormente se habia probado el uso del sistema foto-inducible a
base de Ru(bpy)s*? para generar variantes entrecruzadas de proteinas [200]. Sin embargo, hasta el
dia de hoy no se habia empleado para nitrar proteinas. Nuestro estudio provee evidencia de que el
sistema foto-inducible de nitracidon ofrece una estrategia rapida (segundos a minutos), eficiente y
facilmente ajustable para la modificacién de residuos aromaticos. Dado que las reacciones de
formacion de DiTyr y NitroTyr compiten entre si, diversos factores se pueden manipular para
maximizar la eficiencia de generacién de ambas especies, tales como el pH y la concentracién de
NaNO.. Particularmente, para direccionar la neutralizacion de radicales Tirosilo hacia la formacién
de la especie nitrada se puede disminuir el pH (si la proteina es estable) y aumentar la concentracién
de NaNO,, evitando el uso de buffers amino o morfolino y concentraciones de NaCl mayores a
100 mM.

A pesar de que este método puede nitrar residuos de Trp, en el caso de proteinas, Tyr sigue
siendo el principal blanco. Sin embargo, en el caso de Trp debe tenerse en cuenta que pueden sufrir
oxidaciones con mayor susceptibilidad que los residuos de Tyr. Tal como se demostré con diferentes
proteinas modelo, el grado de modificacion de cada residuo depende de la topologia estructural, la
flexibilidad y la carga de residuos cargados cercanos. En este sentido, la accesibilidad es un factor
importante dado que el contacto entre los residuos modificados y el fotosensibilizador o los radicales
*NO; pareciera ser decisivo.

Por otro lado, la combinacion de este método con la espectrometria de masas y su posterior
cuantificacién por métodos libre de marca podria ser una herramienta muy util para evaluar la
flexibilidad estructural de proteinas y los cambios conformacionales, por ejemplo, debido a la unién
de ligandos. Aun asi, también existen otros métodos disponibles que podrian proveer informacién
complementaria, empleando un enfoque similar pero con menos selectividad en relacién a los
patrones de modificacion, como el marcado con Diazirina de residuos accesibles al solvente [250].

Finalmente, es valido destacar que el método de nitracion foto-inducible basado en el sistema
Ru(bpy)s*?/APS/NO;" es una estrategia efectiva para evaluar las consecuencias de introducir el grupo
-NO: en relaciéon con la estructura y funcién de proteinas, y asi determinar su rol en patologias

asociadas al estrés oxidativo, como enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas.
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5.1- Introduccion

Entender el rol de las PTM de aSyn podria permitir el desarrollo de herramientas de
diagnostico, monitoreo y/o tratamiento de la EP y las Sinucleopatias. Basandonos en los resultados
obtenidos en el capitulo anterior y en estudios previos [200], la aplicacion de sistemas foto-inducibles
de modificacién de proteinas constituye una herramienta potente para modelar potenciales
modificaciones toxicas en aSyn, con ventajas sobre otras técnicas de introduccién de PTM. En
particular, aSyn posee 4 residuos de Tyr y ninguno de Trp ni Cys en su secuencia, lo que la convierte
en un modelo ideal para la aplicacion de los sistemas de modificacién basados en la
fotosensibilizacion de Ru(bpy)s*?, tanto para el entrecruzamiento, como para la nitracion de residuos
de Tyr.

El sistema PICUP fue anteriormente aplicado con éxito en aSyn por Borsarelli y col. [182],
observandose la generacién de variantes entrecruzadas de forma rapida y especifica. Tomando ese
trabajo como punto de partida, este capitulo se centra en profundizar la caracterizacion de variantes
oxidadas por métodos espectroscépicos y MS, extendiendo el analisis a especies nitradas de aSyn.

Por otro lado, aSyn es considerada una proteina intrinsecamente desordenada, la cual adopta
diferentes conformaciones de acuerdo con el entorno o estructuras con las que interacciona. Por lo
tanto, analizamos la susceptibilidad de los residuos de Tyr a ser modificados si aSyn esta en
diferentes conformaciones, es decir cuando interacciona con vesiculas unilamelares pequenas
(SUV), adoptando una estructura helicoidal en los primeros dos tercios de su secuencia, o cuando

forma parte de fibrillas amiloides generadas in vitro, que presenta una estructura cross-g.

5.2- Modificacion foto-inducible de aSyn libre en solucién

5.2.1- Las reacciones de foto-modificacion de aSyn pueden ser caracterizadas por
métodos espectroscopicos

Las reacciones de entrecruzamiento (para la formacién de variantes oligoméricas covalentes
generadas por oxidacion) y de nitracion de 150 uM aSyn libre en solucién se realizaron mediante la
aplicacion de los sistemas foto-inducibles detallados los capitulos anteriores. Estos sistemas se
pueden optimizar facilmente ajustando la intensidad de luz, el tiempo de irradiacion y las
concentraciones del fotosensibilizador, aceptor de electrones y, en el caso de la nitracion, de NaNO..
En ambos casos, las reacciones fueron monitoreadas inicialmente por métodos espectroscopicos
luego de la irradiacion de luz a 450 nm empleando el espectrofluorometro Fluorolog 3. La emision de
muestras no irradiadas exhibié un pico bien definido con un maximo a 305 nm (Aexe= 275 nm)

correspondiente al fluoréforo Tyr. Para el caso de la reaccidon de entrecruzamiento de aSyn, la
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excitacion del fotosensibilizador (Aexe= 450 nm), promovid la aparicion de una nueva banda de
emision con maximo en 405 nm, observada luego de la excitacién de la muestra tanto a 275 nm como
a 340 nm (Fig. 5-1A y 5-1C). Como se ha reportado antes, esta banda corresponde a la formacién
de enlaces covalentes Tyr-Tyr, para dar la especie oxidada DiTyr, a expensas de la reduccion de la
sefal de Tyr, a través de una conversién directa como lo sugiere la presencia de un punto isoemisivo
[182]. También se visualizaron cambios en los espectros de absorbancia registrados en funcion del
tiempo de irradiacién (Fig. 5-1E), con un aumento progresivo de la intensidad del pico a 297 nmy la
aparicion de un hombro alrededor de los 320 nm, consistente con lo reportado en relacion a la
especie DiTyr a pH neutro [251,252]. Asimismo, la alcalinizacion de la solucién provocé el corrimiento
del pico de absorcion, presentando un maximo a 315-320 nm (Fig. 5-1G), coincidente con lo
descripto en la bibliografia [252]. Usando los coeficientes de extincion €31snm= 5 x 103 M cm™ (pH
7,5) Yy €315nm= 8,4 M cm™' (pH 9,9) [252,253] se estim6 la concentracion de la especie oxidada usando
los valores de absorbancia diferenciales (AAbs)=A«-Ao) obtenidos de la reaccion realizada a pH 7,4
(Fig. 5-1E) y luego de la alcalinizacion con NaHCOs; (Fig. 5-1G). Luego de 240 segundos de
irradiacion, se alcanzé una concentracion aproximada de DiTyr de 50 uM. Por otro lado, en sintonia
con lo descripto en el capitulo 4, no se observé degradacion del Ru(bpy)s*, tal como se deduce de
la ausencia de alteracion de la banda de absorcién por encima de los 400 nm.

Por otro lado, de manera similar a lo observado con aminoacidos libres en solucion, la
presencia de iones NO> cambia radicalmente los espectros tanto de emision de fluorescencia como
los de absorbancia UV-Vis. Asi, el incremento del tiempo de irradiacion hasta un total de
240 segundos en presencia de 10 mM NaNO,, fomento la disminucion progresiva en la intensidad
de la sefal de Tyr (Aexe= 275 nm) (Fig. 5-1B). A pesar de que también se observé un leve aumento
de senal a 400 nm correspondiente a DiTyr, la intensidad del maximo de emision luego de la
excitacion a 340 nm mostré ser de dos 6rdenes de magnitud menor (aproximadamente un 2 %) que
el obtenido en la reaccion en ausencia de NaNO; (Fig. 5-1D). Asimismo, la Fig. 5-1F muestra los
cambios en los espectros UV-Vis a pH 7,4 a lo largo de la reaccion, donde se destaca la aparicion
de un pico ancho centrado alrededor de los 400 nm luego de la obtencién de los espectros
diferenciales. La alcalinizacion de la solucién provocéd el corrimiento del maximo de absorcién
(~430 nm) y un aumento significativo de la intensidad de absorbancia (Fig. 5-1H), caracteristico de
la apariciéon de la especie no fluorescente NitroTyr [203,204]. Asi, empleando el coeficiente de
extincion molar €430nm= 4400 M~'cm™" (pH 10) [254] se estimb que la concentracién de NitroTyr luego

de 240 segundos de irradiacion fue de 134 uM.
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Figura 5-1. Monitoreo de las reacciones de modificacion de aSyn por espectroscopia. Los cambios espectrales de
las reacciones de Entrecruzamiento (A) y Nitracion (B) de aSyn se siguieron por emision de fluorescencia (Aexc=275nm).
Asimismo, la formacién de la variante oxidada DiTyr se monitoreé6 mediante la emision especifica luego de la excitacion a
340 nm para las reacciones en ausencia (C) y presencia de NaNO; (D). Por otro lado, se registraron también los cambios
en los espectros UV-Vis (E y F) y se calcularon los espectros diferenciales (AAbs)=A:-Ag) (graficos internos en E y F). Las
propiedades espectroscopicas de las especies generadas son dependientes del pH del medio. Los espectros registrados
a pH 7.4 y pH 10 se muestran para la reaccion de Entrecruzamiento (G) y Nitracion (H). ) Seguimiento de las reacciones
de modificacion mediante el calculo de la relacion de DiTyr/Tyr (expresado de manera diferencial, A) y el %Tyr para la
reaccion de Entrecruzamiento (XL) y Nitracion (N) de aSyn. Los resultados estan expresados como media + SEM. Los
datos de %Tyr y ADiTyr/Tyr para las reacciones en presencia (N) y ausencia de NaNO; (XL) se usaron para ajustar
ecuaciones monoexponenciales y lineales (lineas solidas), respectivamente, que describen el consumo y la proporcién de
sefal de fluorescencia entre el producto DiTyr y el sustrato durante las reacciones foto-inducidas.
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Finalmente, ambas reacciones pueden ser monitoreadas de forma relativa mediante el
calculo de la relacion de las intensidades de emision de fluorescencia DiTyr/Tyr (400 nm/305 nm) y
el porcentaje de sefal remanente de Tyr (% Tyr) luego de la excitaciéon a 275 nm (Fig. 5-11). Los
valores de %Tyr de las reacciones en presencia (N) y ausencia de NaNO; (XL) se emplearon para
ajustar un modelo que describe el consumo de Tyr como una caida monoexponencial, y exhibieron
constantes muy similares, 7 x 10y 9 x 103 s, respectivamente. Asimismo, mostraron un consumo
similar de la sefal de Tyr luego de 240 segundos de excitacion del fotosensibilizador
(aproximadamente 70 %). Sin embargo la formacion de la especie DiTyr (seguido por el calculo de
ADiTyr/Tyr) es mucho mayor en la reaccién de entrecruzamiento que en la de nitracién. Esto se
evidencia al comparar los ajustes lineales realizados, siendo la pendiente de la reaccidén en ausencia
de NaNO; (2,4 x 102 s') 2 6rdenes de magnitud mayor que la correspondiente a la reaccion de
nitracion (4,4 x 10 s™). Asi, a pesar de que el % Tyr no es una medida directa de la presencia de la
formacion de NitroTyr, nuestros ensayos muestran que la caida en la senal esta directamente
relacionada con la formacioén de la variante nitrada, siendo, ademas, la formacién de DiTyr minima

en las condiciones del ensayo.

5.2.2- Los entrecruzamientos entre Tyr del N- y C-terminal son los mas favorables

Para profundizar en la determinacion de los residuos involucrados en los entrecruzamientos
de Tyr se implementé un protocolo para el seguimiento de la reaccion por espectrometria de masas
en tandem (MS/MS). Para esto se realizo la reaccién con 40 uM aSyn, 20 uM Ru(bpy)s;*? y 600 uM
APS, empleando el dispositivo de foto-activacion desarrollado en el MPIbpc (Géttingen, Alemania) y
fijando una intensidad de 0,8 mW/cm?. Se la caracterizd inicialmente por emision de fluorescencia
(Aexc=275 nm) durante 140 segundos de irradiacion (Fig. 5-2A), seguido del calculd la relacion
DiTyr/Tyr (Fig. 5-2B). Como se comenté anteriormente, aSyn tiene 4 residuos de Tyr, uno en la
region N terminal (N-term), Y39, y €l resto en la region C terminal (C-term), Y125, Y133, € Y136. El analisis
previo de la reaccion de oxidacion de aSyn empleando el sistema Ru(bpy)s*?/APS/luz por MS/MS,
mostro que Yaig estaba involucrado en todos los entrecruzamientos identificados, como por ejemplo
Y39-Y39 € Y3g-Ycterm, @UNQue en este ultimo no fue posible identificar cual de los Tyr del C-term estaban
implicados [182]. Resultados similares se obtuvieron con los sistemas de oxidacién que emplean
Hemoglobina/H202, Cu*'/O,, y Cu*?/H,0,[164,199,255], en donde se destaca la tendencia de Y39 de
formar entrecruzamientos. Para el estudio actual se tomaron muestras a diferentes tiempos de
reaccion y luego fueron digeridas con Tripsina o Glu-C. Posteriormente fueron analizadas por MS/MS
y la identificacion de los entrecruzamientos (-2H) entre residuos de Tyr se realizé6 mediante el empleo
del software pLink2 [189]. A modo de ejemplo, en la Fig. 5-2C se muestra un espectro MS/MS en el
cual la presencia de los fragmentos y5y, b5, y b6 lleva a la identificacion del entrecruzamiento entre
los péptidos ¥GVLY3VGSKTKE* y 32GYQDY136EPEA™ (Y39-Y136). Tanto el empleo de Tripsina
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como de Glu-C permitio la identificacién de varios péptidos entrecruzados, tal como se detalla en la
Tabla de la Fig. 5-2D. Estos péptidos son los que presentaron el mayor numero de eventos de
secuenciaciéon (espectros MS/MS) validados para cada tipo de entrecruzamiento. Vale la pena
destacar que el residuo Ysgforma parte de la mayor parte de los entrecruzamientos, ya sea con otro
Y39 0 con uno de los residuos de Tyr del C-term. Ademas, la digestion con Glu-C permitié la
asignacion de unos pocos espectros de entrecruzamientos entre residuos del C-term, como Y'13s-Y 125.
Sin embargo, basado en el numero de espectros MS/MS adjudicados, asi como también en el score
asignado por el software y la validacion manual realizada a cada asignacion de espectro, los
entrecruzamientos entre los residuos del C-term estan sumamente restringidos. En este sentido, la
region del C-term es rica en aminoacidos acidos, donde la repulsion de cargas negativas podria ser
responsable del bajo numero de entrecruzamientos entre Yc.erm identificados. Dado que la formacién
del enlace covalente depende del contacto directo entre los residuos de Tyr, las cargas negativas
netas en la vecindad de estos residuos podrian constituir un factor decisivo que podria disminuir la
efectividad del sistema foto-inducible en esta regidbn por las repulsiones electrostaticas
intercatenarias. De manera analoga, la regién N-term es rica en residuos de Lys lo que le confiere
carga positiva neta a pH neutro. Esto podria afectar la formaciéon de entrecruzamientos Y zo-Y3e. El
hecho que los entrecruzamientos Ysg- Yc.erm S€an los mas frecuentes podria resaltar la importancia
de las cargas en la vecindad de los residuos protagonistas de las reacciones inducidas por el sistema
Ru(bpy)s*?/APS/luz, asi como posibles determinantes que participan en las interacciones entre
monomeros de aSyn.

Dada la flexibilidad conformacional de aSyn y la distribucién de cargas a lo largo de su
secuencia, seria factible la formacion de entrecruzamientos intracatenarios entre Y39 y alguna de las
Tyr del C-term. La digestion en solucién con proteina libre de marca no permite distinguir entre
entrecruzamientos inter e intracatenarios. Para esto, se realizé la digestién, a partir de gel de SDS-
PAGE, de la banda de mondmero luego de la irradiacion y se la analizé6 mediante MS. Muy pocos
espectros con scores muy bajos fueron asociados a péptidos entrecruzados, lo que sugeriria que los
entrecruzamientos identificados mediante la digestion en solucién son esencialmente intercatenarios.
A una conclusién similar llegaron Mukherjee y col., quienes, a partir del analisis por MS de muestras
conteniendo aSyn marcada con "N y sin marcar oxidadas con el sistema Hemoglobina/H.O.,
observaron que predomina el mecanismo de formacion de entrecruzamientos intercatenarios [199].
Sorpresivamente, entrecruzamientos intracatenarios empleando el sistema Cu*'/O. se identificaron
en aSyn H50Q, y en menor medida en la proteina wild type [255]. Esto sugiere que las condiciones
de oxidacion y las mutaciones de aSyn podrian ser decisivas a la hora de la formacién de
entrecruzamientos inter e intracatenarios, probablemente debido a la alta flexibilidad y cambios

estructurales de la proteina cuando esta libre en solucién.
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Posteriormente a la identificacién de los residuos entrecruzados, se cuantificd la reaccion
usando una estrategia libre de marca basada en la extraccién de cromatogramas a partir de los
espectros MS (MS1). Para esto se configurdé un archivo .ss/ el cual incluye la secuencia lineal de los
péptidos entrecruzados identificados (ver Materiales y Métodos) y se utilizé el software Skyline. Este
protocolo permitié verificar un incremento progresivo en la intensidad de los cromatogramas extraidos
(area bajo la curva) de los entrecruzamientos Tyr-Tyr identificados, en funciéon del tiempo de
irradiacion. Como ejemplo, la Fig.5-2E muestra los cromatogramas extraidos para el
entrecruzamiento Ysoe-Yisass ((°GVLY39VGSKTKE*- 32GY133QDY136EPEA™, +1068 Da) durante los
140 segundos de excitacion del fotosensibilizador, empleando la enzima Glu-C. La cuantificacién de
los cambios en la intensidad de los cromatogramas del péptido sin modificar *GVLY3VGSKTKE?*®
se utilizaron para normalizar los valores obtenidos para los entrecruzamientos cuantificables
(Y39-Y133136, Y39-Y125)y asi estimar el grado de modificacién a nivel del residuo Y3z (RMR%) para cada
entrecruzamiento, expresado como valores diferenciales (ARMR%=RMR-RMRo) (Fig. 5-2F). A
pesar de haber sido identificado, el entrecruzamiento Y13s-Y125 no pudo ser cuantificado dado que los
cromatogramas presentaban una relacion sefial/ruido (S/N) muy baja. Es importante mencionar que
no fue posible cuantificar valores individuales de RMR (%) para los péptidos entrecruzados isobaricos
Y39-Y133 € Y3o-Yi36, resultando en valores elevados de RMR (> 25 %). Sin embargo, de acuerdo con
el valor de RMR calculado y al conteo de los espectros asignados, los entrecruzamientos Yso-Y133/136
estarian mas favorecidos que el entrecruzamiento Yso-Yi25. Ademas, el analisis a tiempo final
(140 segundos de exposicion) de muestras digeridas con Tripsina nos permitié confirmar que existe
una tendencia mucho mayor de que se formen entrecruzamientos Ysge-Yeterm (°TKEGVLY39VGSK*-
1NEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAY 12sEMPSEEGY 133QDY13EPEA™?, +4284,7 Da) a que se forme
la unién covalente entre dos Yze ((*TKEGVLY3VGSK*- ¥EGVLY3VGSK*, +949,5 Da) (Fig. 5-2G).
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Figura 5-2. Entrecruzamiento de aSyn catalizado por el sistema Ru(bpy)s*?/APS/luz. A) Caracterizacion de la reaccion
de entrecruzamiento mediante emision de fluorescencia. La formacion rapida y eficiente de DiTyr se estim6 mediante el
calculo de la relacion DiTyr/Tyr (B). C) Asignacion de un espectro MS/MS del entrecruzamiento Tyr-Tyr entre los péptidos
38GVLY39VGSKTKE* y 132GYQDY13sEPEA'#. Como se detalla en la tabla de masas conjunta al espectro, y5x, b5x y b6x
son fragmentos que confirman el entrecruzamiento Tyr-Tyr. D) Tabla donde se listan los péptidos entrecruzados mejor
secuenciados identificados luego del analisis por MS, la asignacién de espectros por parte de pLink y la validacion manual
de muestras digeridas con Tripsina o Glu-C. E) Cromatogramas extraidos para el entrecruzamiento Ysg-Y133/136
(38 GVLY39VGSKTKE*® y 132GY433QDY13sEPEA'%). F) Gréfico del célculo del grado de modificacion (RMR %) en funcién del
tiempo de reaccion, expresados como diferenciales (A= ti-to), de entrecruzamientos Tyr-Tyr, la hidroxilacion de Ysg y la
oxidacion de Met (grafico interno). G) Cuantificacion a tiempo final de los entrecruzamientos Yso-Ycerm € Y3o-Y3g de
muestras digeridas con Tripsina. Los resultados en B, F y G estan expresados como media + SEM.
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Por otro lado, también analizamos la posibilidad de la generacion de modificaciones distintas
a las descriptas por efecto de los radicales generados en el sistema foto-inducible. A pesar de que
se identificaron péptidos conteniendo la variante hidroxilada de Tyr, conocida como DOPA (+10,
+16 Da), la cuantificacion libre de marca de la hidroxilacion de Y3z mostré que es una modificacion
minima, la cual representa menos del 0,5% del total de modificacion del péptido
BGVLY39VGSKTKE*® (Fig. 5-2F). La doble hidroxilacion de Tyr (TOPA, +20, +32 Da) también fue
identificada en la posicidn 39, pero la cuantificacion mostro valores de ARMR con una variacion nula
a lo largo de la reaccion. Como se especificd en el capitulo anterior, el empleo del sistema de
ionizacion por electrospray puede disparar la oxidacién de residuos de Met, con lo que es una
modificacion esperable, incluso en la muestra sin tratar. Asi, la aparicion de variantes oxidadas de
Met (+10, +16 Da) podrian ser también favorecidas por el sistema foto-inducible. Sin embargo, el
seguimiento de esta modificacion en funcion de tiempo de irradiacion no mostré evidencia que el
sistema empleado fomente la aparicion de Met Sulfoxido para ninguno de los residuos de Met (1, 5,

116 y 127) presentes en la secuencia de aSyn (grafico interno en la Fig. 5-2F).
5.2.3- Todos los residuos de Tyr son susceptibles a la nitracién

La adicion de un grupo -NO- al grupo fendlico de los residuos de Tyr llevan a la formacion de
3-NitroTyr, la cual se ha asociado ampliamente con el estrés oxidativo y es una modificacion
recurrente vinculada, a su vez, a procesos neurodegenerativos [256]. Por lo tanto, procuramos
verificar la aplicabilidad del sistema Ru(bpy)s;*/APS/NaNO2/luz para nitrar aSyn. De forma analoga a
las reacciones de oxidacion selectiva de aSyn, profundizamos el estudio de su nitracion mediante
MS. Para esto, a la solucion de reaccién (aSyn 40 uM en PBS con Ru(bpy)s;*? y APS) se le
suplementoé con 10 mM final de NaNO: y se la monitoreé el avance de la reaccion mediante emision
de fluorescencia y el calculo de senal de Tyr remanente (Tyr %), y tomando muestras a distintos
tiempos a lo largo de 300 segundos de irradiacion total, con una intensidad de 0,8 mW/cm? (Fig. 5-3A
y 5-3B). A diferencia de lo indicado en la seccion 5.1.1 para reacciones de 150 yM aSyn y 10 mM
NaNO-, mas alla de que se verifico la pérdida progresiva de sefial de Tyr, no se observé formacion
de DiTyr por emisién a 400 nm (Aexc 275 nm). Esto destaca la relevancia de mantener una relacion
de concentraciones [NaNOy]/[Tyr] alta para favorecer especificamente la formaciéon de la especie
NitroTyr sin alterar otras condiciones, como el pH. Asimismo, para obtener un consumo similar de la
sefial de Tyr a la observada en la reaccién de entrecruzamiento, se debid irradiar la muestra por
aproximadamente el doble de tiempo. Esto podria estar relacionado con que por cada
entrecruzamiento se consumen dos residuos de Tyr, contra sélo uno en la formacion de NitroTyr. A
su vez, otra explicacion posible, no excluyente, seria el paso adicional de generaciéon de *NO; (Ec.

4-6) a partir de la fotosensibilizacion del Ru(bpy)s*?, que competiria con la formacion de Tirosilo.
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La confirmacién de la nitracion de residuos de Tyr de aSyn se obtuvo mediante el analisis
por MS luego de la digestion con Glu-C, empleando el software MaxQuant. La diferencia de masa de
+45 Da que corresponde a la adicién de un grupo Nitro junto con la pérdida de un atomo de H
(+1N,+20,-1H) se utilizé para la validacion de los espectros de MS/MS asignados por el software.
Asi, como se observa en el espectro MS/MS de la Fig. 5-3C, la diferencia de +45 Da entre los
fragmentos y8-y9 y b4 y b9 del péptido *GVLY3VGSKTKE*® sin modificar y modificado, confirman
la nitracién en Yigs. Siguiendo el mismo procedimiento, todos los residuos de Tyr de aSyn fueron
identificados como nitrados. Estos resultados estan en sintonia con lo anteriormente descripto en
relacion a la susceptibilidad de los residuos de aSyn a ser nitrados mediante otras estrategias
[162,168].

De manera equivalente a lo realizado con la reaccion de entrecruzamiento, se procedié a la
cuantificacién del grado de nitracion a nivel de cada residuo de Tyr. Como primer paso se extrajeron
los cromatogramas a partir de los espectros de MS (MS1) mediante Skyline, en donde se pudo
comprobar un aumento progresivo del area bajo la curva directamente relacionado con el tiempo de
excitacion del fotosensibilizador para los péptidos nitrados **GVLY3VGSKTKE?*®, '24AY1,sEMPSEE ™!
y 32GY133QDY13sEPEA' (Fig. 5-3D). Por otro lado, la presencia de un grupo hidrofébico como -NO-
en la cadena lateral de los residuos de Tyr de péptidos modificados provoca un cambio en el tiempo
de retencion, al igual que fue observado para las proteinas modelo que se analizaron en el Capitulo
4. Como se observa en el grafico insertado en la Fig. 5-3D, la nitracion de Y125 generd un corrimiento
del tiempo de retencion del péptido '**AY1,sEMPSEE™' de aproximadamente 8 minutos, en
comparacion con el péptido sin modificar. Similares resultados se obtuvieron para los otros dos
péptidos nitrados. Para el caso del péptido *?GY133QDY13EPEA™?, se encontrd evidencia de la doble
nitracion (Y133 € Y13s) lo que generd un mayor corrimiento del tiempo de retencion (aproximadamente
13 minutos). Posteriormente se calculd el grado de nitracion de cada residuo de Tyr, expresado como
diferencial (ARMR %) a lo largo de la reaccién de nitracién. Como se observa en la Fig. 5-3E, durante
los 300 segundos de irradiacion se confirmé el aumento del nivel de nitracion para los 4 residuos de
Tyr. Cabe destacar que a pesar de que la nitracion de Y133 y Y135 forma péptidos isobaricos, sus
cromatogramas pudieron resolverse (el tiempo de retencion de los péptidos difiere en
aproximadamente 1,5 min), con lo que fue posible calcular valores individuales de modificacién para
cada residuo. A nivel de péptido, el grado de nitracion total fue relativamente homogéneo para los 3
casos (**GVLY3VGSKTKE*, 2*AY1;sEMPSEE™! y 32GY33QDY13sEPEA™P), variando entre un 20-
30 % aproximadamente. Por otro lado, a nivel de residuo, se observd que Y125 presentd valores de
RMR% mayores que el resto de los residuos de Tyr. Se ha hipotetizado que la carga negativa de
residuos vecinos a Y125, Y133 € Yi3s podria favorecer la concentraciéon del fotosensibilizador y
eventualmente promover la modificacién de estos residuos. A pesar de que esto podria explicar el

grado de modificacion de Y125, sorpresivamente los valores de RMR% de los residuos Y133 € Yiss

84



Modificacion Foto-inducible de a-Sinucleina

luego de 300 segundos de irradiacion no superaron el 12 %. Ademas, estos valores fueron menores
al calculado para la nitracion de Y39, el cual esta localizado en una zona rica en cargas positivas
debido a los residuos de Lys cercanos. Por lo tanto, las cargas vecinas podrian no ser el unico factor
decisivo para la nitracion de residuos de Tyr y, dada la flexibilidad conformacional de aSyn, otros

factores podrian estar modulando este fenémeno.
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Figura 5-3. Nitracion aSyn catalizado por el sistema Ru(bpy):*¥APS/NaNOz/luz. Seguimiento de la reaccién de
nitracion por emision de fluorescencia (Aexc 275 nm) (A) y célculo del porcentaje de sefial remante de Tyr (Tyr %) (B). C)
Espectro MS/MS de la nitracion de Ysg en el péptido 3GVLY30VGSKTKE?S. En color se destacan los fragmentos y'y b donde
se observa una diferencia de masa de +45 Da, detallado en la tabla contigua. D) Cromatogramas extraidos para la nitracion
de Y125 ('2*AY12sEMPSEE'?") en funcion del tiempo de irradiacion. El gréafico insertado detalla la diferencia en el tiempo de
retencion entre el péptido nitrado y sin modificar. E) Grafico del calculo del grado de modificacion diferencial (ARMR%) en
funcién del tiempo de reaccion, para la nitracion de los residuos de Tyr y la oxidacion de Met (grafico interno). Los resultados
estan expresados como media + SEM.
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También se investigd la oxidacion de residuos de Tyr (+10 y +20, +16 y +32 Da,
respectivamente) y Met (+10, +16 Da). En el caso de la formacién de las variantes oxidadas de Tyr,
DOPA y TOPA, las modificaciones no pudieron ser identificadas (DOPA) o el grado de modificacion
fue despreciable (TOPA) en comparacion a la nitracién de los mismos residuos. Por otro lado, a pesar
de que la oxidacién de residuos de Met fue identificada en los espectros MS/MS, para el caso de los
residuos M+ y Ms no fue encontrada en todas las muestras, con lo que no fue posible su cuantificacién.
Para los casos de Mis y M127, el calculo de diferencial de RMR% mostré alta variabilidad a lo largo
de la reaccién. Sin embargo, no se observd evidencia concreta de que el método foto-inducible

empleado promueva la oxidacién de estos residuos.

5.3- Efecto de la conformacion de aSyn sobre la modificaciéon de los

residuos de Tyr

5.3.1- La presencia de aSyn altera el tamano de las vesiculas

Para modelar la estructura de hélice por parte de aSyn, preparamos SUV de diferente
composicion y carga (ver Materiales y Métodos). Se obtuvieron vesiculas de fosfatidilcolina (100 %
EPC), fosfatidilserina (50 % PS) y cardiolipina (50 % CL). En los ultimos dos tipos de SUV, el resto
de la composicién porcentual se completd con fosfolipidos de EPC. La comprobacion del tamano de
las vesiculas generadas por sonicado se llevo a cabo mediante el analisis de tamafo de particulas
por dispersion dinamica de la luz (DLS). Para todas las preparaciones de vesiculas se observo una
distribucién unimodal y los tamafos (expresados como Z-promedio) presentaron valores por debajo
de los 100 nm, tipico para SUV [257], con indices de polidispersién menores a 0,3, lo que indica una

distribucion homogénea de vesiculas fosfolipidicas (Fig. 5-4A) [258].
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Figura 5-4. Caracterizacion de las SUV y efecto de la presencia de aSyn por DLS. A) Grafico de la distribuciéon de
intensidad para cada una de las preparaciones de vesiculas acompafiado por la tabla que resume los valores obtenidos
por el analisis de cumulantes: Z-promedio e indice de polidispersién (PDI). B) Cambios en la distribucion de tamafios de
vesiculas de CL a relaciones crecientes de [aSyn]/[CL]. C) Andlisis de los cambios en el tamario de las SUV en presencia
de aSyn a diferente relacion [aSyn]/[SUV]. Los valores Z se normalizaron por el valor presentado por cada tipo de SUV en
ausencia de proteina. En todos los casos, los resultados estan expresados como media £+ SEM. * indica diferencias
estadisticas comparado con el valor Z-promedio normalizado de las vesiculas en ausencia de aSyn, con P < 0,05.

La capacidad de interaccion de aSyn con vesiculas de diferente composicion lipidica, cabezas
polares fosfolipidicas, tamafios y superficies ha sido ampliamente estudiada y es una de los aspectos
mejor caracterizados para esta proteina (revisado por [55]). En este contexto, analizamos el efecto
de la presencia de aSyn sobre el tamafo de las vesiculas preparadas mediante DLS. Para esto se
incubd proteina por 10 min a temperatura ambiente con las vesiculas preparadas empleando dos
relaciones molares [aSyn]/[SUV] diferentes. Asi se observé que, para el caso de las vesiculas de CL
con una carga neta de -1 se evidencido un aumento de tamafo proporcional al incremento de la
relacion [aSyn]/[SUV] (Fig. 5-4B). La normalizacion de los valores Z-promedio para CL mostré un
aumento de tamafio mayor a un 20% para la maxima relacion [aSyn]/[SUV] evaluada, en
comparacion con las vesiculas de CL en ausencia de aSyn. Un comportamiento similar se observo
para el caso de la incubacion de aSyn con vesiculas de PS, aunque con aumentos relativos menores.
Finalmente, incluso la incubacién de aSyn con las vesiculas de EPC mostré cambios significativos

en el tamafo relativo de las vesiculas (Fig. 5-4C). En este sentido, se ha observado que, a pesar de
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presentar constantes de disociacidbn mayores que las vesiculas aniénicas, aSyn puede interaccionar
con vesiculas zwitteridnicas preparadas a partir de lipidos puros [259].

Existe amplia evidencia que indica que aSyn participa en la fusion de vesiculas sinapticas con
la membrana plasmatica para permitir la liberacidén de neurotransmisores y/o su reciclado. Uno de
los modelos establece que aSyn interacciona con las proteinas SNARE para permitir el correcto
ensamblado de los complejos y promover asi la fusion de las vesiculas [260,261]. Por otro lado,
también se ha hipotetizado que aSyn podria modificar su estructura secundaria, de una conformacién
de una unica hélice extendida a una de dos hélices (broken helix), permitiendo la interaccion entre
las vesiculas y la membrana plasmatica de forma independiente al ensamblado de proteinas SNARE
[262]. En linea con esto ultimo, Fusco y col, empleando ensayos in vitro, observaron mediante
microscopia de alta resolucion, Cryo-EM y DLS un aumento progresivo del tamafio de las SUV
(DOPE:DOPS:DOPC 5:3:2) en presencia de aSyn. Particularmente propusieron un modelo de doble
anclaje en el cual aSyn interaccionaria via el extremo N-terminal con una de las vesiculas (aa 1-25),
mientras que la region 65-97 se asociaria a la restante, adoptando ambos segmentos la estructura
de hélice [263]. En este sentido, el aumento del tamano de las vesiculas en presencia de aSyn
observado en nuestros ensayos podria sugerir que la proteina estaria actuando como puente,
promoviendo la agregacion y/o fusion de estas. Finalmente, se ha descripto que la proteina presenta
una afinidad superior por SUV que por LUV (vesiculas unilamelares grandes) y se une mas
fuertemente a vesiculas que contienen fosfolipidos anidnicos [55,259]. Esto ultimo esta en linea con
nuestros resultados, donde ademas se observd un efecto creciente en términos de tamafo de
vesicula relativos en presencia de proteina a medida que aumentamos la carga neta negativa de las
SUV empleadas (EPC < PS < CL).

En conclusion, basandonos en la bibliografia y en los resultados obtenidos, existiria una

interaccion entre aSyn y las SUV, con un efecto mas marcado en el caso de las vesiculas anidnicas.

5.3.2- La modificacion de aSyn esta limitada en presencia de SUV

La reaccion de entrecruzamiento se monitore6 mediante el calculo de la relacion de
intensidades de fluorescencia DiTyr/Tyr para reacciones de 80 segundos de irradiacién total a una
intensidad de 1,1 mW/cm?. Como se observa en la Fig. 5-5A, nuestros resultados sugieren que la
presencia de vesiculas podria proveer un efecto protector, disminuyendo la susceptibilidad de aSyn
a formar oligdmeros por entrecruzamientos de Tyr, en comparacion con la proteina libre en solucion,
incluso en presencia de vesiculas zwitteridnicas. Por otro lado, se pudo constatar que la disminucién
de la relacion DiTyr/Tyr observada en presencia de SUV, varia de manera proporcional con el
aumento de la concentracién de las vesiculas. También se observaron diferencias significativas en
el efecto de la carga neta entre las vesiculas. Asi, las vesiculas aniénicas con PS y CL, con cargas

netas promedio de -0,5 y -1, respectivamente, mostraron un mayor efecto protector que las SUV
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zwitterionicas de EPC. El mismo resultado se observo al comparar las SUV anidnicas entre si, siendo

las de CL las que mayormente restringieron la formacion de entrecruzamientos.
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Figura 5-5. Modificacion de aSyn en presencia de SUV. A) Analisis de la reaccion de entrecruzamiento de Tyr, luego de
80 segundos de irradiacion, mediante emision de fluorescencia, expresada como la relaciéon DiTyr/Tyr. B) Estimacion del
grado de modificacion a nivel de residuo (Y3g), para cada uno de los entrecruzamientos identificados, luego de la digestion
con Tripsina y Glu-C, para las reacciones en ausencia (aSyn) y en presencia de las diferentes SUV (EPC, PS y CL). C)
Reaccion de nitracion de aSyn monitoreada por emision de fluorescencia luego de 200 segundos de irradiacién en ausencia
o presencia de vesiculas. Los resultados se expresan de forma relativa como porcentaje de sefial de Tyr remanente (%Tyr).
D) Estimacion del grado de nitracion para los 4 residuos de Tyr de aSyn. Los valores de %RMR tanto en (B) como en (D)
fueron normalizados a la condicion control, sin SUV (aSyn). En todos los casos, los resultados estan expresados como
media + SEM. * indica diferencias estadisticas comparado con las reacciones de aSyn libre en solucion (aSyn), con
P < 0,05.

Las diferencias entre la oxidacion de aSyn libre en solucién y en presencia de vesiculas
(2,4 mM) luego de 80 segundos de irradiacion también se investigd mediante MS y se cuantificé
mediante los métodos previamente descriptos. A pesar de que los péptidos entrecruzados
anteriormente descriptos fueron identificados tanto en ausencia como en presencia de vesiculas
luego de la digestion con Glu-C (Y3o-Y125 +952 Da, Yao-Yiszze +1068 Da) y Tripsina (Yae-Yag
+949.5 Da, Yso-Y125133136 +4284,7 Da), se observaron diferencias significativas en el calculo del
%RMR normalizado a la reaccion de aSyn libre en solucion (Fig 5-5B). De manera similar a lo
observado mediante emisién de fluorescencia, la tendencia de aSyn a formar entrecruzamientos
Tyr-Tyr esta altamente restringida en presencia de vesiculas aniénicas de PS y CL. A pesar de
observarse resultados dispares entre los diferentes entrecruzamientos en la comparacion entre la
reaccion de aSyn libre en solucién y en presencia de vesiculas de EPC, se evidencié por este método

el efecto de la carga entre las vesiculas zwitteridnicas y anidnicas para todos los entrecruzamientos
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analizados. Anteriormente se reporté que aSyn interacciona con una mayor afinidad con vesiculas
ricas en fosfolipidos acidos [56]. Ademas, Y39 se encuentra en la region central propuesta por Fusco
y col. (V26-Kg7), cuya interaccion con membranas depende de la composicion de la misma [58]. En
conjunto, nuestros resultados se ajustan al modelo propuesto de interaccion con membrana, donde
Y39 estaria inhabilitada para reaccionar con otros residuos de Tyr, particularmente en presencia de
vesiculas de PSy CL.

La nitracion de aSyn en presencia y ausencia de SUV se monitore6 mediante el calculo del
porcentaje de sefial de fluorescencia remanente de Tyr (Fig. 5-5C). De manera similar a lo observado
para los entrecruzamientos Tyr-Tyr, la presencia de vesiculas aniénicas (PS y CL) parece disminuir
la eficiencia de nitracion, lo que se tradujo en un mayor % Tyr remanente en comparacion a la
reaccion con vesiculas zwitteriénicas y con aSyn libre en solucion, luego de 200 segundos de
irradiacion. A pesar de que no se evidencié un efecto de la concentracién mediante este método,
nuevamente se puedo confirmar que la carga neta cumple un rol fundamental en la interaccion de
aSyn con las vesiculas y, por lo tanto, modulando el grado de nitracion de los residuos de Tyr.

La estimacion del grado de modificacion a nivel de residuo se realizé sobre reacciones con
SUV 2,4 mM digeridas con Glu-C, luego de 200 segundos de excitacion del fotosensibilizador.
Mediante el célculo de %RMR, normalizado al valor obtenido para la reaccion de aSyn libre en
solucion, se pudo confirmar el efecto observado mediante emision de fluorescencia por parte de
vesiculas anidnicas. Para las 4 Tyr de aSyn, se observé una disminucion significativa en el grado de
nitracion en presencia de vesiculas de CL. Tanto en presencia de vesiculas de EPC y PS no se
observaron diferencias respecto al control para la nitracion de Y125, Y133 € Y13. Sin embargo, es
importante destacar que la modificacién de Ysg se vio afectada por la presencia de vesiculas de PS.
Nuevamente, esto podria deberse a que Y39 esta dentro de la region central (V2s-Ko7) propuesta por
Fusco y col. [58], lo que disminuiria la efectividad de nitracion en presencia de vesicula anionicas. A
pesar de que se reconoce que en presencia de membranas el C-term de aSyn se mantiene
desordenado, también se ha hipotetizado que esta parte de la secuencia podria interaccionar con el
N-term, modulando su afinidad por vesiculas [171]. De esta forma la disminucién en la eficiencia de
nitracion de los residuos del C-term en presencia de vesiculas de CL sugieren que esta porcién de
la secuencia de aSyn podria tener un rol activo en la interacciéon con membranas, dependiente de la
carga de estas. Sin embargo, no podemos asegurar si esta interaccion con los fosfolipidos es directa
(a través de atraccion electrostatica) o indirecta (por interaccion con el N-term).

El efecto aparente de proteccion de la modificacion de aSyn por las SUV podria tener también
otras explicaciones. Una alternativa a la proteccion observada seria una dispersion de la luz de
excitacion del fotosensibilizador o de los fluoréforos de la proteina por las vesiculas. Sin embargo,
sabiendo que las SUV de distinta composicién tienen tamafios comparables, no se podria explicar el

porqué de las diferencias entre las distintas composiciones de fosfolipidos. Otra alternativa seria el
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secuestro del fotosensibilizador por las vesiculas fosfolipidicas, lo que disminuiria la concentracion
efectiva disponible para la proteina. Asi se procedi6 a analizar la posible interaccién
fotosensibilizador-vesiculas por métodos espectroscopicos. Los espectros de emision de
fluorescencia del Ru(bpy)s;*? (Aem 550-750 nm) en presencia de vesiculas de EPC y PS no mostraron
diferencias con los espectros obtenidos a partir de la excitacion del fotosensibilizador en buffer PBS
(Aexe 450 nm) (Fig.5—-6A). Asimismo, tampoco se observaron corrimientos en los espectros de
absorbancia en la zona de la transicidn de transferencia de carga metal ligando (MLCT, 410-470 nm).
Sin embargo, en el caso de las vesiculas de CL, se evidencié un corrimiento del maximo de emision
hacia mayores longitudes de onda (de 614 a 626 nm), sin modificacion de la banda de absorcion
MLCT (Fig.5—-6A). Este efecto batocrémico fue previamente descripto por Mielsen y col. en presencia
de micelas de SDS, quienes atribuyeron el corrimiento hacia el rojo a la interaccion del
fotosensibilizador con las cadenas hidrocarbonadas [264]. En este contexto, dada la posible
interaccion entre el fotosensibilizador y las vesiculas, particularmente de CL, profundizamos el
estudio mediante mediciones de anisotropia y el tiempo de vida del Ru(bpy)s*? en presencia y
ausencia de SUV. El calculo de la anisotropia no se vio modificado en ninguin de los casos analizados
(Fig.5-6B). Esto podria deberse al largo tiempo de vida de la sonda en solucion (con valores que
van desde los 160 a los 600 ns [265-267] que podria ser equivalente o superior al tiempo de rotacion
de las SUV. Dado esto, realizamos las mismas medidas en 20 % glicerol para ralentizar el
movimiento de las vesiculas y mejorar asi la sensibilidad del ensayo para determinar cambios en la
orientacion del fotosensibilizador. Sin embargo, nuevamente no se determinaron diferencias
significativas en los valores de anisotropia calculados (Fig.5—6B). Finalmente la tabla de la Fig. 5-6C
resume los valores de tiempo de vida (1, ns) para el fotosensibilizador en ausencia y presencia de
las vesiculas. Los datos registrados para el Ru(bpy)s*? en solucion acuosa se ajustaron a una caida
monoexponencial, mientras que para la presencia de las vesiculas se emple6 un modelo
biexponencial (Fig. 5—-6C). El valor de 1 calculado a partir del ajuste para la sonda en solucion fue de
360 ns, similar a lo reportado en la bibliografia [265]. El ajuste biexponencial del perfil de caida de
fluorescencia para las vesiculas mostro que ~99 % de las especies exhiben tiempos de vida
ligeramente mayores (EPC y CL) y menores (PS) a lo observado para la sonda en ausencia de SUV.
Existen reportes del aumento en el tiempo de vida del Ru(bpy)s*? en presencia de micelas de SDS y
LUV anidnicas, con incrementos de entre el 15 y el 40 % que se asocian a la interaccion entre el
fotosensibilizador y los lipidos, ya sea con sus cabezas polares o las cadenas hidrocarbonadas. Sin
embargo, nuestros resultados mostraron cambios relativos menores al 5 % (dentro del rango de error
de las determinaciones) e incluso no se observaron variaciones entre la presencia de vesiculas
zwitteridnicas (EPC) y anionicas (CL).

No podemos descartar completamente una interaccion del Ru(bpy)s* con las vesiculas,

particularmente de CL. Sin embargo, a pesar del corrimiento observado en los espectros de
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fluorescencia, no se observaron cambios significativos tanto en la anisotropia como en el tiempo de
vida media en presencia de las vesiculas. Por lo tanto, las diferencias observadas en el grado de
modificacion de residuos de Tyr podrian atribuirse mayormente a una interaccion diferencial de aSyn
con el fotosensibilizador, ya sea porque los residuos blanco se encuentran ocultos en las
confirmaciones helicoidales, o por una limitacion a la interaccion de los mondmeros para que se

formen los entrecruzamientos.

2

e - 2 - SISUV 0 04_
< £ . ,
2 3 E 1 — PS o PBS Glicerol 20%
1] < —
g cL 3 SSUV R
<]
S 2 . : £ 000 24mm X D
o o004 L. Lo BITL
8 400 500 _g § ﬁ E Vo3 L
= c PS CL
5 1 < 08 1.6 24  24mm 24mM
L CL (mM)
0 I 1 I 1 a
550 600 650 700 750 -0.04
Longitud de onda (nm)
)2500 2500
2000 Tiempo de vida (ns)
1500
2000
1000 s/SUV =360 (100%)
® 500 — Prompt
© 1500 T1=374 (99,0%
- L — Ru(bpy)s*” EPC =37 9,0
@ 10 20 30 40 50 +2 <1 (1.0%)
S 1000+ Ru(bpy);™ + CL oS 1= 340 (98,7%)
500 =16 (1.3%)
o 1= 375 (99,4%)
0 =12 (0,6%)

I I I 1 1
0 200 400 600 800 1000
Tiempo (ns)

Figura 5-6. Analisis de la interaccion del fotosensibilizador con las SUV. A) Espectros de emision de fluorescencia y
absorbancia (grafico interno) (A) calculo de la anisotropia (B) de 10 uM Ru(bpy)s*? (Aexc 450 nm) en ausencia (s/SUV) y
presencia de 2,4 mM SUV. En este ultimo caso, se evaluaron mezclas en PBS y en PBS con 20 % Glicerol. En todos los
casos, se emplearon al menos 2 réplicas para el analisis y los resultados estan expresados como media + SEM para el
calculo de anisotropia. C) Analisis de cambios en el tiempo de vida del fotosensibilizador en presencia de las vesiculas. Se
muestran los perfiles de caida de fluorescencia del fotosensibilizador en solucién y en presencia de vesiculas de CL. Prompt
se refiere al perfil de respuesta del equipo, obtenido con una solucion de vesiculas 3,7 mM. La tabla adjunta detalla los
valores de 1 (ns) obtenidos luego del ajuste. Los valores entre paréntesis especifican la abundancia de las especies
asociadas a los tiempos de vida calculados. Para estos ensayos se empled 75 uM Ru(bpy)s*2 y 3,4 mM SUV.

5.3.3- La restriccion de la Y39 en las fibrillas limita su modificacion

Cuando aSyn agrega formando fibrillas amiloideas, esta cambia radicalmente de estructura y

adopta principalmente una conformacién de hoja-B entrecruzadas entre monémeros, conocida como
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cross-3, como se describio previamente. Para modelar esta conformacién y analizar la
susceptibilidad de los residuos de Tyr a ser modificados en este contexto, preparamos fibrillas de
aSyn mediante incubacion a 37 °C con agitaciéon por 1 semana y se verifico la formacion de estas
estructuras mediante el ensayo especifico con Tioflavina T. Previo a su oxidaciéon o nitracion, las
fibrillas fueron aisladas de los restos de monémero no agregado y oligémeros solubles.

Como primer paso, las reacciones de entrecruzamiento para aSyn monomérica Yy fibrilar se
estudiaron por emision de fluorescencia, siguiendo la relacién DiTyr/Tyr durante un tiempo total de
irradiacion de 80 segundos. Como se puede observar en la Fig. 5-6A, a pesar de que ambas
reacciones durante los primeros 15 segundos siguen una cinética similar, la formacién de Dityr en el
caso de las fibrillas rapidamente se estanca y llega a una meseta que no se altera durante el tiempo
de irradiacion estudiado. Por el contrario, la reaccion de aSyn monomeérica alcanzé valores de
DiTyr/Tyr aproximadamente 5 veces mayores que los obtenidos para la reaccion con fibrillas.
Posteriormente, se trataron las muestras con Cloruro de Guanidinio para desestabilizar las fibrillas
amiloides, y se las sometié a digestidn con Tripsina y Glu-C, seguido del analisis por MS. Luego de
la asignacién de espectros MS/MS por parte de pLink2 y su validacion manual, se llegé a la
identificacion de péptidos entrecruzados en ambas muestras. Sin embargo, en el caso de las fibrillas
de aSyn, los espectros validados fueron escasos y esporadicos, sélo encontrandose en muestras
tratadas con Tripsina y exclusivamente para el entrecruzamiento Yso-Yc-term ((°TKEGVLY3VGSK*-
1NEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAY 12sEMPSEEGY 133QDY13EPEA™?, +4284,7 Da). En sintonia, la
estimacion del grado de modificacién a nivel del residuo Y39 debido a este ultimo entrecruzamiento
mostré valores de %RMR muy pequefios en comparacion a los obtenidos para la reaccién con aSyn
monomeérica (Fig. 5-6B).

Se repitié el estudio para la reaccién de nitracion para la cual se excitd el fotosensibilizador
por 200 segundos. La modificacién de la nitracidon de aSyn se monitored por emisién de fluorescencia
y el célculo relativo del % Tyr. No se observaron diferencias en la caida progresiva de sefial de Tyr
a lo largo de la reacciones con aSyn monomérica y fibrilar (Fig. 5-6C). A su vez, los 4 residuos de
Tyr fueron identificados como nitrados en ambas muestras y el calculo del grado de nitracion
normalizado para los residuos del C-terminal no mostré diferencias entre las variantes monomérica
y fibrilar. Sin embargo, se observd una disminucion estadisticamente significativa en la nitracion de
Y39 (Fig. 5-6D).

En conclusion, nuestros resultados sugieren que no existe una restriccion conformacional que
limite la accesibilidad del fotosensibilizador cuando aSyn forma parte de fibrillas amiloideas y, por lo
tanto, impida que los residuos del C terminal sean modificados. Sin embargo, dado que Y39 se
encuentra proximo al nucleo que adopta la estructura cross-B en cada mondémero constituyente de
las fibrillas (E4s-Kgs) [66], su susceptibilidad tanto a formar entrecruzamientos, como a ser nitrado se

ve comprometida, particularmente en el primer caso. La estructura de las fibras impide la interaccion
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y formacién de enlaces covalentes entre Ysg y otros residuos, particularmente los del C-terminal
desordenado. Sin embargo, la reduccion en la accesibilidad del fotosensibilizador y radicales *NO2

podria jugar un rol decisivo en la disminucién de la eficiencia de nitracién de Y sg.
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Figura 5-6. Modificacion de aSyn cuando adopta conformacion fibrilar. Tanto la reaccion de entrecruzamiento (A),
como la de nitracion (C) de aSyn monomeérica y fibrilar, se monitorearon por emision de fluorescencia y analizaron mediante
el célculo relativo de la relacion DiTyr/Tyr y %Tyr, respectivamente. B y D) Estimacion del grado de modificacion a nivel de
residuo, expresado como %RMR. Para el caso de la reaccion de formacion de entrecruzamientos, solo Y3zg-Y 1251133136 pudo
ser identificado y cuantificado en la muestra derivada de fibrillas de aSyn (B). Los valores de %RMR tanto en (B) como en
(D) fueron normalizados a la condicién control, aSyn monomérica. En todos los casos, los resultados estan expresados
como media £ SEM. * indica diferencias estadisticas comparado con las reacciones de aSyn libre en solucion (aSyn), con

P <0.05.

5.4- Conclusion

El modelado de modificaciones oxidativas de aSyn se ha abordado mediante diversas
estrategias que incluyen los sistemas Hemoglobina/H,0,, Cu*'/O,, y Cu*¥/H,0,[164,199,255] para
los entrecruzamientos, y el uso de peroxinitrito y tetranitrometano para la nitraciéon [170,173]. Como

alternativa de modificacion selectiva, anteriormente se empledé el sistema foto-inducible
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Ru(bpy)s"?/APS/luz para el estudio y caracterizacién de variantes entrecruzadas de aSyn [182]. En
el presente estudio profundizamos la aplicacién de este sistema para la caracterizacién de variantes
entrecruzadas y lo extendimos a la produccion y estudio de la nitracion de residuos de Tyr mediante
el agregado de NaNO.. De forma similar a lo expuesto en el capitulo anterior, se puede manipular la
reaccion y lograr la formacién especifica de NitroTyr mediante el control de la relacién [NaNO]/[Tyr].
Este sistema resulta ideal para el caso de aSyn ya que no posee residuos de Trp o Cys en su
secuencia que puedan interferir y, aunque menores, dar reacciones secundarias no deseadas.

Tanto la formacion de los entrecruzamientos como la reaccién de nitracion se pueden
monitorear mediante el empleo de métodos espectroscdpicos, y posteriormente caracterizar a través
del uso de MS. Finalmente, la cuantificacion libre de marca basado en la extraccion de los
cromatogramas a partir de los espectros de MS provee una estrategia viable para evaluar el grado
de modificacion a nivel de residuo, para ambos sistemas de foto-oxidacion. Asi pudimos determinar
que Ysges determinante para la formacion de entrecruzamientos, mientras que todos los residuos de
Tyr son susceptibles a la nitracion.

Las estrategias empleadas para el estudio de la proteina libre en solucidn son particularmente
utiles para evaluar el efecto de cambios conformacionales sobre la modificacion de residuos de Tyr.
Asi quedd demostrado al aplicar estas estrategias cuando aSyn adopta diferentes conformaciones.
La formacion de entrecruzamientos esta altamente restringida tanto en presencia de vesiculas
(particularmente anidnicas), como cuando aSyn forma agregados amiloideos, mayormente debido al
bloqueo de Yis. Resultados similares se obtuvieron para la nitracién de residuos de Tyr, donde se
observé una disminucion en la eficiencia de modificacion principalmente en Yy, para ambas
conformaciones de aSyn. En conclusion, de correlacionarse modificaciones particulares, como la
nitracion de Ysg 0 el entrecruzamiento Ysg-Y133/136, cON algin mecanismo de toxicidad especifico, esto
podria explicar la ganancia de funcién toxica debido a las PTM originadas a partir de una
conformacion particular de aSyn bajo condiciones de estrés oxidativo. Asi, la identificacion de estas
modificaciones en muestras complejas podria ser empleada en el desarrollo de herramientas
innovadoras para el diagnéstico temprano de Sinucleopatias. Por otro lado, cabe resaltar que la
variabilidad conformacional de aSyn es un factor a tener en cuenta, pudiendo esta modificar la
proporcion entre la modificaciéon de diferentes residuos, con lo que el analisis del balance entre las
PTM de aSyn podria resultar como un biomarcador per se de las Sinucleopatias, lo que aun requiere

estudios complementarios y una validacién clinica.
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Caracterizacion de las variantes de a-Sinucleina

6.1- Introduccion

Una mejor compresion de las modificaciones postraduccionales de aSyn en el contexto de
las Sinucleopatias podria colaborar con el desarrollo de técnicas de diagndstico temprano y/o
tratamiento. Asi, la caracterizacion de las variantes generadas podria sentar las bases para futuros
avances en la lucha contra esta patologia. Por lo tanto, una vez optimizados los sistemas de
modificacion foto-inducibles y aplicados en aSyn para el analisis del patron de modificacion cuando
esta proteina adopta diferentes estructuras, nos propusimos caracterizar el efecto de las variantes
generadas sobre la agregacién amiloide, la interaccion con membranas y la toxicidad en modelos de

células eucariotas.

6.2- Purificacion de Ilas variantes generadas por los métodos

foto—inducibles

Para profundizar en la caracterizacién, se generaron las especies modificadas de forma
similar a lo anteriormente expuesto. Para la formacion de oligdmeros entrecruzados se realizaron
reacciones de 150-200 yM aSyn, 40 uM Ru(bpy)s*? y 1,2 mM APS, mientras que para la reaccion de
nitracion se adiciond también 20 mM NaNO., con el fin de minimizar la generacion de los primeros.
Para ambas reacciones el punto final se defini6 al alcanzar un 55-60 % de consumo de la sefial de
emision de Tyr inicial (Fig. 6-1A). Luego de su obtencion, las variantes de aSyn fueron purificadas
mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC) empleando una columna de Sephadex G25
PD-10 para eliminar los componentes de la mezcla de reaccion (Ru(bpy)s*?, APS y, de ser necesario,
NaNO.). Se colectaron fracciones de 1 mL durante 9 min (flujo ~1 mL/min) y se analizaron las
fracciones por Absorbancia UV-VIS. Tanto la proteina nitrada (N-aSyn, Fig. 6-1B) como los
oligémeros entrecruzados (aSyn XL, Fig. 6-1C) eluyeron entre las fracciones 4 a 7. En el primer caso
se observa la presencia de un pico ancho centrado en los 400 nm caracteristico de la Tyr nitrada a
pH 7,4, mientras que en el segundo se distingue un hombro alrededor de los 320 nm propio de la
presencia de oligdmeros entrecruzados. Finalmente, el Ru(bpy)s;*? eluyo a partir de la fraccion 8 junto
con el APS y el NaNO: excedente, donde se evidencia un pico a 450 nm. Las muestras fueron
posteriormente concentradas con filtros Amicon con tamafo de poro de 3 kDa y, en simultaneo, se
eliminaron posibles trazas remanentes de Ru(bpy)s*?, APS y/o NaNO,. Ademas, las muestras fueron
fitradas y esterilizadas bajo flujo laminar empleando filtros de jeringa de PES (0,22um) y
cuantificadas mediante el ensayo de BCA. Previo al empleo de las muestra en los ensayos de
caracterizacion, se las analiz6 mediante SDS-PAGE (Fig. 6-1D). De esta forma, para el caso de la

proteina sin modificar (aSyn wt) se verificd solo la presencia de monémero. Si bien aSyn tiene un
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peso molecular aproximado de 14,4 kDa, su migracion “anormal” en un gel SDS-PAGE se debe a la
alta presencia de residuos cargados negativamente en su secuencia, lo que evita que interaccione
con SDS como la mayoria de las proteinas, generando complejos aSyn/SDS con diferentes
densidades de carga que se retienen en el gel por mas tiempo [268]. En el caso de la muestra sujeta
a la reaccion de entrecruzamiento, se observo la desaparicion completa de la banda correspondiente
a monomero y la formacién de multiples especies de pesos moleculares mayores a 40 kDa (trimeros
u oligbmeros de mayor orden); mientras que en el caso de la muestra nitrada, a pesar de que
predomina la banda de mondmero, en las condiciones de reaccion aun se pudo observar que se
generan dimeros y, en menor medida, algunas variantes oligoméricas. Sin embargo, basandonos en
los resultados obtenidos en los espectros de fluorescencia y absorbancia para la reaccién de

nitracion, se deduce que existe una prevalencia de la modificacién NitroTyr por sobre DiTyr en esta

muestra.
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Figura 6-1. Purificacion de aSyn y sus variantes oxidadas para ensayos de caracterizacion. Se generaron las
variantes mediante las reacciones foto-inducibles y se las monitore6 mediante emisién de fluorescencia (Aexc=275 nm) hasta
un consumo de sefial de Tyr de ~55-60 % (A). Se grafican los espectros iniciales (0) y finales (f) para las reacciones de
nitracion (N-aSyn) y entrecruzamiento (aSyn XL). La eliminacién de Ru(bpy)s*?, APS y NaNO; para las muestras de N-aSyn
(B) y aSyn XL (C) se logré mediante SEC; y las fracciones colectadas para cada preparacion se analizaron mediante
absorbancia UV-Vis. Para cada una de las preparaciones se muestra el espectro previo a la cromatografia (Previo SEC),
las fracciones colectadas en cada caso y el espectro de referencia de aSyn sin modificar (aSyn wt). D) Analisis por SDS-
PAGE de las reacciones de modificacion de aSyn. PM indica el patron de peso molecular.
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6.3- Efecto de las variantes de aSyn sobre la agregacion

Las variantes oxidadas y nitradas de aSyn no agregan e interfieren con la agregacion

amiloidea de la proteina sin modificar

Una de las caracteristicas mejor descriptas de aSyn es su habilidad de formar grandes
agregados con caracteristicas amiloides, los cuales han sido directamente relacionados con las
Sinucleopatias. En este sentido, el efecto de la introduccion de PTM en aSyn sobre el proceso de
agregacion es uno de los fendmenos mas estudiados (ver Introduccién 1.6.3). Habiéndose obtenido,
purificado y cuantificado las variantes nitradas (N-aSyn) y entrecruzadas (aSyn XL) analizamos la
tendencia a agregar de las mismas. Para esto, monitoreamos la formacion de agregados de la
proteina sin modificar (aSyn wt), las variantes generadas (100 uM en PBS), y combinaciones de aSyn
sin modificar y modificada (100 yM aSyn wt + 20 yM aSyn modificada) a lo largo de 150 hs de
incubacioén con agitacion y a 37 °C empleando la sonda Tioflavina T (TioT, 20 yM), cuyo aumento en
la emision de fluorescencia a 482 nm se correlaciona con la formacién de agregados amiloides [187].
Las cinéticas de agregacion para las diferentes muestras analizadas se ajustaron a un modelo de
nucleacion-propagacion tal como se especifica en Materiales y Métodos. A diferencia de la proteina
sin modificar, las muestras de variantes oxidadas de aSyn (100 yM N-aSyn y 100 uM aSyn XL) no
mostraron capacidad de agregar dado que no se observaron cambios en la sefial de TioT a lo largo
del tiempo analizado (AY=Y:- Yo~ O para ambos casos) (Fig. 6-2A). Por otro lado, la adicion de
20 uM N-aSyn o aSyn XL a 100 yuM aSyn wt provoco una reduccion sustancial en AY en comparacion
con la muestra de 100 yM aSyn. A su vez, no se observaron cambios significativos tanto en la
constante de crecimiento aparente (Ks,) como en el tiempo para alcanzar el punto medio de la fase
de crecimiento (T1) (Fig. 6-2B), los cuales constituyen parametros que se asocian generalmente a
la disponibilidad de monémero sin modificar libre al inicio de la reaccion. Estos resultados sugieren
que las variantes de aSyn poseen un efecto inhibitorio sobre la agregacion de aSyn wt, efecto
anteriormente descripto tanto para las variantes entrecruzadas [182] como para la nitrada [168,170],
posiblemente debido a la estabilizacion de especies intermediarias que interrumpen el proceso de
agregacion y evitan la formacién de variantes que presentan la estructura cross—3. Las especies
modificadas de aSyn también podrian actuar como terminadores de cadena en la propagacion de las
fibrillas amiloides. Estos resultados resaltan la funcion de las fibrillas amiloides maduras como un
mecanismo de proteccion de las células contra especies oligoméricas toxicas de aSyn, pudiendo las

variantes oxidadas y nitradas potenciar esta actividad toxica.
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AY indica la diferencia de intensidad de sefial de emision fluorescencia entre el tiempo final e inicial.
Kap ¥ T1r2, indican la constante de velocidad de crecimiento aparente y el tiempo requerido para
alcanzar el punto medio de la fase de crecimiento rapido, respectivamente.

Figura 6-2. Cinética de agregacion de aSyn wt y variantes oxidadas. A) Monitoreo de la cinética de agregacion en
funcion del tiempo de incubacidn mediante la medida de emision de fluorescencia de la sonda TioT para las proteinas sin
modificar (aSyn wt, 100 uM), nitrada (N-aSyn, 100 uM) y entrecruzada (aSyn XLm 100 yM) y las combinaciones de estas
especies en una proporcion 5:1 (aSyn wt100 uyM + N-aSyn/aSyn XL 20 pM). Los datos obtenidos se emplearon para ajustar
un modelo de nucleacidn-propagacion (linea solida), a partir de la cual se obtuvieron los parametros cinéticos especificados
en latabla del panel B, excepto para las muestras de N-aSyn y aSyn XL 100 pM que no evidenciaron un cambio significativo
en la sefial de TioT (donde solo se muestran los valores de AY) . Para cada tiempo, los resultados se expresan como la
media + SEM. Los resultados de la tabla muestran el promedio + SEM de 3 experimentos independientes. * indica
diferencias estadistica comparado con el valor exhibido por aSyn wt, con un P < 0,05.

6.4- Efecto de las variantes de aSyn sobre las SUV

Las modificaciones oxidativas de aSyn alteran su interaccion con vesiculas SUV

Tal como se especificod anteriormente, una de las caracteristicas mejor descriptas de aSyn es
su habilidad de unirse a membranas fosfolipidicas, adoptando principalmente una estructura de
hélice. En este contexto, y basandonos en los resultados obtenidos en el capitulo anterior (ver
seccion 5.2), analizamos el efecto de incubaciones cortas de las variantes generadas con las

vesiculas de CL por DLS y las comparamos con el efecto generado por la proteina sin modificar. Asi,
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se observo en los graficos de distribucion de intensidad que tanto aSyn wt como sus variantes
generaron aumentos del tamafio aparente de las vesiculas (Fig. 6-3A), lo que sugiere una interaccion
proteina-lipido. El analisis de los valores Z-normalizados mostré diferencias significativas en los
tamanos de las vesiculas entre las muestras incubadas con aSyn wt y sus variantes oxidadas y
nitradas empleando diferentes relaciones [aSyn]/[CL] (Fig. 6-3B). En particular, en el caso de N-aSyn
se determind una pequefa disminucion en el tamano de las vesiculas de CL en comparacion con la
incubacién con aSyn wt. Se ha sugerido que la nitracién en la posicién 39 altera la habilidad de aSyn
de interaccionar con membranas, ya sea por cambios en la estructura secundaria y/o por alteracion
del pKa del anillo fendlico de Tyr [168,169,171]. Nuestros resultados apoyan esta observacion,
sugiriendo una alteracién en la interaccién por parte de la variante nitrada de aSyn con las vesiculas
anidnicas de CL producto del aumento de las cargas negativas de la proteina, particularmente en el
dominio N-terminal a través de la nitracion de la Ys¢. Por otro lado, la incubacion de las variantes
entrecruzadas con las vesiculas produjo aumentos considerables en el tamafio en comparacion con
aSyn wt. En linea con esto, anteriormente se ha descripto que la formacién de uniones covalentes
Tyr-Tyr mediante el sistema Citocromo C/H.O, retiene la capacidad de estas especies de
interaccionar con SUV y de adoptar estructura de hélice en presencia de micelas de SDS [269].
Nuestros resultados aportan evidencia de la existencia de la interaccion de las variantes
oxidadas de aSyn con vesiculas aniénicas. Sin embargo, para completar la caracterizaciéon se debera
profundizar en el analisis estructural de estas proteinas (principalmente por CD). Ademas, seria
interesante analizar también si estas variantes alteran la estabilidad de las vesiculas, tal como se
observé para oligdmeros generados a partir de la agregacion de aSyn en presencia de acido

docosahexaendico [270].
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Figura 6-3. Efecto de la incubacion de aSyn wt y las variantes oxidadas sobre el tamafio de las vesiculas de CL. A)
Cambios en la distribucion de tamarios de vesiculas de CL para una relacion [aSyn]/[CL] de 4 x 10-". B) Andlisis de los
cambios en el tamafio de las vesiculas de CL en presencia de aSyn y sus variantes a diferente relacion [aSyn)/[SUV]. Los
valores Z se normalizaron por el valor presentado por la incubacion de aSyn wt con CL. En todos los casos, los resultados
estan expresados como media £ SEM. * indica diferencias estadisticas comparado con el valor Z-promedio normalizado de
las vesiculas en presencia de aSyn wt, con P < 0,05.
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6.5- Analisis de la citotoxicidad de las variantes oxidadas de aSyn

Numerosas PTM se han relacionado con una ganancia de funcion toxica por parte de aSyn,
como por ejemplo la fosforilacion de Seri29. Dada la influencia del estrés oxidativo en las patologias
neurodegenerativas, la formacién de variantes oxidadas también se ha vinculado al desarrollo de las
Sinucleopatias, no sélo afectando a las neuronas dopaminérgicas sino también a células de la glia.
Particularmente, Reynolds y col. demostraron que variantes nitradas de aSyn son capaces de activar
células microgliales, las cuales adoptan un fenotipo particular con secrecién de factores pro-
inflamatorios y aumento de la produccién de especies reactivas [176]. En este contexto, para iniciar
la caracterizacion bioldgica de las variantes oxidadas generadas por los métodos foto-inducibles,
analizamos si estas poseen un efecto citotéxico en un modelo de células microgliales, empleando la
linea BV-2 como modelo, al igual que en células neuronales, para lo cual recurrimos a la linea

SH-SYS5Y por sus caracteristicas dopaminérgicas.

6.5.1- Tanto aSyn wt como sus variantes no muestran un efecto téxico sobre células
BV-2

Como primer paso, optimizamos la medida de viabilidad utilizando el reactivo WST-8, el cual
es una sal soluble de tetrazolio, cuya reduccion en presencia de células metabdlicamente activas y
un transportador de electrones (1-Metoxi PMS) genera una sal de formazan de color amarillo-naranja
que puede ser cuantificada, sin la necesidad del agregado de DMSO, mediante la medida de
absorcion a 450 nm, mientras el cultivo aun es viable [271]. Asi, se prepard una solucién siguiendo
las concentraciones recomendadas en la literatura (WST-8 5,0 mM, 1-Metoxi PMS 0,2 mM, NaCl
150 mM [197]) y se analizaron diferentes diluciones y densidades de sembrado inicial en microplaca
de 96 pocillos (Fig. 6-4A-B). La dilucion tipica de la solucion de reactivo empleada en la literatura es
1/10 [197], sin embargo las diluciones 1/20 y 1/50 también demostraron ser apropiadas para la
medicion de viabilidad luego de 24 hs de incubacién del cultivo. Por otro lado, BV-2 es una linea de
rapido crecimiento y proliferacion en medio DMEM-F 12 suplementado con SFB. Asi, luego de 24 hs
de incubacion y, teniendo en cuenta que el analisis de las variantes de aSyn involucra tratamientos
de 24 a 48 hs, el revelado con una dilucién 1/20 de WST-8 mostré que las densidades de sembrado
iniciales de entre 5000 y 10000 células eran las mas apropiadas para nuestros ensayos. Asimismo,
se determind que la incubacién y analisis durante un lapso de 2 a 3 hs con el reactivo WST-8 era lo
mas conveniente. A continuacion, se evalud el efecto de la reduccion de SFB. Asi, se verificd que la
disminucion del SFB a 1 % final no afecto la proliferacion de las células BV-2 (Fig. 6-4C). Finalmente,
analizamos la reduccion de la viabilidad empleando concentraciones crecientes de LPS y H2O», con

la idea de emplearlos como controles positivos en los ensayos con aSyn y sus variantes oxidadas.
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Asi, comprobamos que tanto LPS como H.O. son agentes citotdxicos y el efecto es dependiente de

la concentracion (Fig. 6-4D).
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Figura 6-4. Optimizacion del ensayo de viabilidad con células BV-2 y medida de citotoxicidad de aSyn y variantes.
A) Medida de absorbancia a 450 nm, expresada como diferencial (A=Abs; — Absy), de cultivo de células BV-2 (densidad
de siembra inicial de 10000 células por pocillo en microplaca de 96 wells) luego de la incubacion con diferentes diluciones
del reactivo WST-8. B) Medida de absorbancia diferencial a 450 nm de cultivos de células BV-2 con diferente densidad
de siembra, luego de la incubacion con dilucion 1/20 del reactivo WST-8. C-D) Analisis del efecto de la reduccién del
porcentaje de SFB y concentraciones crecientes de LPS y H,O; sobre la viabilidad de células BV-2 (48 hs de tratamiento).
E) Ensayo de viabilidad de BV-2 en presencia de proteina sin modificar (aSyn wt), nitrada (N-aSyn) y entrecruzada (aSyn
XL), luego de 48 hs de tratamiento. Tanto en E) como en D) los resultados se expresan de forma relativa a la absorbancia
del control (células sin tratar). En todos los casos, los resultados se expresan como la media £+ SEM (N =5). * indica
diferencias estadisticas comparado con el control (células sin tratar), con P < 0.05.

Luego de establecer las condiciones del ensayo y los controles positivos a utilizar, analizamos
el efecto de aSyn wt y sus variantes oxidadas obtenidas a partir de los métodos foto-inducibles como
potenciales agentes citotoxicos. De esta forma, se sembraron 4500 células en medio DMEM-F12
1 % SFBy se las traté con diferentes concentraciones de las proteinas (junto con una concentracion
fija de los controles positivos) por 48 hs. Finalmente, se incubd 2 hs con una solucién 1/20 de WST-8
y se midi6 la absorbancia a 450 nm. Como se observa en la Fig. 6-4E, nuestros resultados no
mostraron alteraciones en la viabilidad en las células tratadas tanto con aSyn wt como con sus

variantes con respecto al control (células sin tratar), en el rango de concentraciones de proteinas
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empleadas. Esto, en principio, no significa que aSyn y sus especies oxidadas no tengan efecto alguno
sobre el modelo de células microgliales. En este contexto, existe evidencia de que aSyn wt y un
amplio numero de variantes (desde mondémeros modificados hasta fibrillas) promueven la activacion
de un fenotipo pro-inflamatorio de la microglia [272], con lo que, con el fin de ampliar la
caracterizacion de las especies oxidadas generadas, son necesarios ensayos complementarios,
como el analisis de la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (como TNFaq, IL-6 e IL-10) y de

especies reactivas, entre otros ensayos.

6.5.2- N-aSyn posee un efecto téxico similar a aSyn wt en células SH-SY5Y
diferenciadas, no asi aSyn-XL

De forma complementaria, también se realizé el mismo analisis empleando la linea SH-SY5Y
sin diferenciar y concentraciones de 1,5 y 20 uM de proteina. El analisis con WST-8 no mostrd que
las proteinas, tanto la forma nativa (aSyn wt) como las variantes oxidadas, redujera la viabilidad de
las células SH-SY5Y, como si lo hace el tratamiento con 200 uM H.O- (Fig. 6-5A). Por el contrario,
existe un aparente aumento de la viabilidad a bajas concentraciones de proteinas, similar a lo
observado por Borsarelli y col. con células diferenciadas [182]. Sin embargo, para todas las proteinas
evaluadas se observa, al igual que para el H;O», una reduccion en el valor de viabilidad entre las
menores y mayores concentraciones evaluadas (1 y 20 uM, respectivamente). Anteriormente se
empleé el reactivo WST-1 (una sal de tetrazolio de la familia de WST-8) para analizar la viabilidad de
células SH-SY5Y en presencia de variantes entrecruzadas de aSyn [182]. Asi, con el fin de evaluar
posibles discrepancias entre el uso de WST-8 y WST-1, empleamos este ultimo reactivo de manera
equivalente a lo hecho con WST-8. Llamativamente, se observé una disminucion significativa de la
viabilidad para el tratamiento con N-aSyn 20 uM incluso con relacién al control sin agregado de
proteinas, no asi para el resto de las variantes (Fig. 6-5B). Sin embargo, al igual que lo obtenido con
el WST-8, no se observaron diferencias entre las proteinas a igual concentracién y se repitié el efecto

de la concentracion sobre la disminucién de la viabilidad.

104



Caracterizacion de las variantes de a-Sinucleina

A) v B)1_5_
# # # # # # # #
I 1 L 1 I 1 I 1 ] 1 I 1 I 1 I 1
(1]
2 1.5 == =3
E 1.0
Q
&
- 1.0 *
(]
z
= 0.5
E 0.5 *
5
0.0- T T 1 0.0- | B
S 1 5 20 1 5 20 1 5 20 100200 S 1.5 20 1 5 20 1 5 20 100 200
& aSynwt  N-aSyn  aSynXL  H,03 og‘- aSynwt  N-aSyn aSyn XL  H;0,
9 (uM) (uM) (uM) (M) o (uM) (M) (uM) (uM)

Figura 6-5. Ensayo de citotoxicidad de aSyn nativa y variantes sobre la linea SH-SY5Y. Ensayo de viabilidad en
presencia de proteina sin modificar (aSyn wt), nitrada (N-aSyn) y entrecruzada (aSyn XL), luego de 48 hs de tratamiento,
empleando H>O> como control positivo, a partir de la medida de absorbancia de las sales de formazan generadas por la
reduccion de WST-8 (A) y WST-1 (B). Los resultados se expresan de forma relativa a la absorbancia del control (células
sin tratar). En todos los casos, los resultados se expresan como la media £+ SEM (N = 5). * indica diferencias estadisticas
comparado con el control (células sin tratar); mientras que # indica diferencias significativas entre las menores y mayores
concentraciones evaluadas para cada tratamiento; P < 0.05.

Nuestros ensayos presentaron resultados dispersos, pero mostraron ciertas consistencias,
tal como el efecto de la concentracion, que podria sugerir que las proteinas analizadas podrian
poseer un efecto perjudicial sobre el metabolismo celular. Si bien no se han reportado estudios en
los que se haya medido la viabilidad relativa de cultivos microgliales incubados con aSyn o sus
variantes, si se ha visto una disminucién en la viabilidad relativa de células SH-SY5Y, previamente
diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico, tratadas con aSyn entrecruzada [182]. Se ha descripto
que las células SH-SY5Y diferenciadas son mas susceptibles al tratamiento con 6-hidroxidopamina,
presentando una respuesta menos robusta que su contraparte no diferenciada a alteraciones en la
homeostasis energética y al aumento del estrés oxidativo [273]. De esta forma, procedimos a repetir
estos ensayos empleando células SH-SY5Y diferenciadas a un fenotipo dopaminérgico. Para esto,
cultivamos las células durante 9 dias en medio DMEM-F12 2 % SFB suplementado con &cido trans
retinoico (RA) 15 uM, con renovacion de medio cada 48 hs, en placas de 96 pocillos. Tal como se ve
en la Figura 6-6A (panel 1), al momento de inicio del proceso de diferenciacién, las células
presentaban morfologia principalmente poliédrica, similar a los neuroblastos, con cuerpos no
polarizados con pocos o nulos procesos y formando agrupamientos. Al alcanzar el noveno dia de
tratamiento con RA, las células mostraron formas ahusadas, algunas con estructura piramidal, y con
multiples y largos procesos (Figura 6-6A, paneles 2 y 3).

Una vez diferenciadas, las células fueron tratadas con aSyn y sus variantes de forma analoga
a lo hecho con las células sin diferenciar. Dado que no se observaron grandes diferencias entre las
incubaciones con WST-8 y WST-1, empleamos so6lo el primer reactivo para las medidas de viabilidad.
Tanto la proteina sin modificar como su contraparte nitrada exhibieron un comportamiento téxico
dependiente de la concentracidn sobre las células diferenciadas en comparacion con las células sin
tratar (Fig. 6-6B). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre ambas especies al

normalizar los datos obtenidos por los valores de absorbancia a 450 nm de las células tratadas con
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aSyn (Fig. 6-6C). Por otro lado, las variantes entrecruzadas no mostraron ser toxicas para las células
diferenciadas. En relacion a esto ultimo, existen reportes de que especies de aSyn unidas
covalentemente por puentes Tyr-Tyr generados por el sistema Citocromo C/H>O> no son téxicas en
células PC12 [269]. Sin embargo, lo contrario se demostrd para variantes generadas a partir de la
excitacion de Ru(bpy)s*? sobre células SH-SY5Y diferenciadas [182]. En este contexto, se debera

profundizar en la caracterizacion para confirmar o refutar los datos aqui observados.
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Figura 6-6. Diferenciacion de SH-SY5Y y ensayo de evaluacion de la toxicidad de aSyn y sus variantes oxidadas.
A) Seguimiento del proceso de diferenciacion desde el inicio del tratamiento con RA 15 uM (panel 1) hasta la finalizacion
del mismo al cabo de 9 dias (paneles 2 y 3). Medida de viabilidad en presencia de proteina sin modificar (aSyn wt), nitrada
(N-aSyn) y entrecruzada (aSyn XL) luego de 48 hs de tratamiento. Los resultados se expresan de forma relativa a la
absorbancia del control (células sin tratar) (B) y a la absorbancia de las muestras tratadas con aSyn wt a cada concentracion
(C). En todos los casos, los resultados se expresan como la media £+ SEM (N =5). * indica diferencias estadisticas
comparado con las células tratadas con aSyn wt con, P < 0.05.

6.6- Conclusion

A pesar de que existen estudios donde se verifica la toxicidad de fibrillas maduras de aSyn
(ver Introduccion 1.6.2), aun se desconoce si la formacion de los LB es (o no) un intento de la célula
de eliminar posibles intermediarios toxicos. Teniendo en cuenta esto, las multiples PTM que puede
sufrir aSyn podrian ser total o parcialmente responsables de la ganancia de actividad toxica. Asi, en
el presente capitulo iniciamos la caracterizacion de las especies generadas para mejorar el
entendimiento del rol que estas especies podrian tener sobre la EP y el posible uso que podria
darseles en la clinica.

Basados en el analisis de las cinéticas de agregacion, las formas oxidadas de aSyn inhiben

la formacion de especies ricas en la estructura cross-g, estabilizando intermediarios que podrian ser
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potencialmente toxicos, lo que apoyaria la teoria de que el proceso de agregacion es un mecanismo
de detoxificacién. Por otro lado, se observé que las variantes generadas por los métodos
foto—inducibles ejercen efectos diferentes sobre el tamafio de vesiculas anionicas, sugiriendo
diferencias en la interacciéon proteina-lipido entre las distintas variantes. Para completar la
caracterizacion de las variantes oxidadas de aSyn aun es necesario un analisis pormenorizado a
nivel estructural para confirmar y complementar los resultados aqui mostrados.

Con el fin de modelar los efectos citotoxicos que las especies oxidadas podrian tener sobre
células en cultivo, se emplearon dos lineas, BV-2 y SH-SY5Y como modelos de células microgliales
y neuronales, respectivamente. Los ensayos de viabilidad celular empleando la linea BV-2 mostraron
que los tratamientos con aSyn wt y sus variantes oxidadas no presentaron ningun efecto citotéxico
significativo a nivel metabdlico. Esto no significa necesariamente que aSyn y sus especies oxidadas
no tengan efecto alguno sobre el modelo de células microgliales. De hecho, existe evidencia de que
aSyn wt y un amplio numero de variantes (desde mondmeros modificados hasta fibrillas) promueven
la activacion de un fenotipo pro-inflamatorio de la microglia [176,272], por lo que es necesario ampliar
el niumero de parametros a evaluar con ensayos complementarios (generacién de ROS/NOS,
integridad de membrana plasmatica, aptitud mitocondrial, activacién de autofagocitosis, etc.) para
caracterizar el efecto de las especies oxidadas generadas sobre células microgliales. En particular,
resulta de interés analizar la produccion de citoquinas pro-inflamatorios (como TNFa, IL-6 e IL-10)
gue se asocian a la promocién de una condicién neuroinflamatoria que se cree podria solventar y
propagar la patologia de base gracias a las especies toxicas liberadas por las neuronas afectadas
en primer término.

Por otra parte, en relacion al modelo de neuronas empleado, dado que no observamos
resultados concluyentes en el tratamiento con las proteinas empleando células sin diferenciar, se
procedié a diferenciarlas a un fenotipo dopaminérgico mediante la suplementacién con acido
retinoico y la disminucion de la concentracion de suero [182]. Tanto aSyn wt como la especie nitrada
mostraron un efecto tdxico sobre las células, no asi las variantes entrecruzadas. Resulta evidente
que para lograr una caracterizacion integral se debe profundizar en el estudio de los mecanismos de
téxicidad que estas PTM pueden inducir, ademas de evaluar también otros paramteros en SH-SY5Y
diferenciadas o sin diferenciar, al igual que en las células BV-2.

Conocer los mecanismos que desencadenan la muerte de las células dopaminérgicas y/o la
neuroinflamacioén por parte de la microglia son pasos fundamentales para el futuro desarrollo de

herramientas de tratamiento.

107



Capitulo 7
Conclusiones



Conclusiones

7.1- Conclusiones generales

El estrés oxidativo es uno de los factores mas importantes en relacion al desarrollo de
numerosas patologias. Es asi que el modelado de las PTM oxidativas de proteinas es una
herramienta decisiva para el disefio de métodos innovadores de diagnéstico, monitoreo y tratamiento
de grupo amplio de enfermedades. En este contexto, el uso de métodos fotoquimicos basados en
fotosensibilizadores constituye una herramienta viable, practica y alternativa a los métodos clasicos
para la modificacion sistematica y eficiente de residuos aminoacidicos. Previamente, se habia
demostrado la factibilidad del sistema foto-inducible a base de Ru(bpy)s;*? para generar variantes
entrecruzadas de proteinas [200]. Sin embargo, hasta el dia de hoy no se habia explorado la
posibilidad de modificarlo para promover la introduccién de otras PTM, y en particular del grupo -NO»
en la cadena lateral de aminoacidos aromaticos. Es asi que caracterizamos y optimizamos ambos
sistemas de oxidacion (Ru(bpy)s*?/APS/luz y Ru(bpy)s*?/APS/NaNO,/luz) empleando aminoacidos
libres. De esta forma, nuestro estudio provee evidencia de que ambos sistemas son una estrategia
rapida, eficiente y facilmente ajustable a las necesidades de los sistemas de estudio para la
modificacion proteinas. En particular, la manipulacién del pH y la concentracién de NaNO; permiten
maximizar la generacion de la especie NitroTyr por sobre la variante entrecruzada (DiTyr).

La combinacién del método de nitracién con el monitoreo por métodos espectroscopicos vy el
posterior analisis y cuantificacion por MS brinda una herramienta valiosa para evaluar la
susceptibilidad de los residuos en proteinas a ser modificados, asi como también dilucidar aspectos
estructurales y funcionales. Tal es asi que en el presente trabajo se demostrd, con diferentes
proteinas modelo, que el grado de modificacion de cada residuo depende de varios factores como la
topologia estructural, la flexibilidad y la carga de residuos cercanos a los residuos blanco, asi como

también de la accesibilidad del fotosensibilizador y los radicales generados.

L A - -
OH OH
.
OH
OH
OH NO2
'NOZ

Figura 7-1. Sistemas de modificacion foto-inducible basado en el uso de Ru(bpy)s*? aplicados en aSyn. Diagrama
de las reacciones de la modificacion de residuos de Tyr de aSyn basadas en los sistemas foto-inducibles Ru(bpy)s*%APS/luz
y Ru(bpy)s*¥APS/NaNO./luz, para generar las variantes entrecruzadas y nitradas, respectivamente.

.
~

109



Conclusiones

La proteina aSyn constituye un modelo ideal para la aplicacion de los métodos foto-inducibles
in vitro debido a que es facilmente purificable, estable en un amplio rango de temperatura y pH, y a
que en su secuencia posee solo 4 residuos de Tyry ninguno de Trp o Cys. Dado que es una proteina
intrinsecamente desordenada, en solucidon es susceptible a la modificacion especifica por los
métodos descriptos en este trabajo (Fig. 7-1). Asi, es posible controlar facilmente la generacién de
los entrecruzamientos y la nitracibn mediante el empleo de métodos espectroscdpicos, Yy
posteriormente caracterizar estas modificaciones a través un analisis cualitativo y cuantitativo de MS.
De esta forma, se logré estudiar en profundidad las modificaciones generadas vy, finalmente,
determinar que Y39 es decisiva para la formacion de entrecruzamientos, asi como también que todos
los residuos de Tyr son susceptibles a la nitracion. Estos resultados son similares a los reportados
con otros sistemas de oxidacién como Hemoglobina/H202, Cu*'/O,, y Cu*?/H,0O; para la formacion
de entrecruzamientos [164,199,255], y con peroxinitrito y tetranitrometano para su nitracion
[170,173]. Sin embargo, estos sistemas carecen de la especificidad, eficiencia y celeridad que
caracteriza a la metodologia aqui descripta basada en el sistema fotoquimico de Ru(bpy)s*2.

Dado que aSyn adopta diferentes conformaciones, las herramientas empleadas para el
estudio de la proteina libre en solucién son particularmente utiles para evaluar la susceptibilidad de
residuos de Tyr a ser modificados cuando esta proteina adopta las conformaciones de hélice y
cross-. De esta forma, determinamos que la formacion de entrecruzamientos se ve restringida en
ambas conformaciones, principalmente debido al compromiso de Y39 en dichas estructuras, lo que
bloquea o restringe su acceso. Por su parte, de forma similar a lo observado para los
entrecruzamientos, la eficiencia de nitracion de Ysg es la mas afectada cuando aSyn adopta una
estructura secundaria bien definida (Fig. 7-2). En este contexto, cabe recordar que se ha descripto
por diversas técnicas que el extremo C-terminal de aSyn permanece desordenado y mas expuesto
al solvente en ambas conformaciones [58,65]; y, por lo tanto, seria potencialmente mas susceptible
a ser modificado. Asi, resulta plausible que la modificacion de Y3g podria ser decisiva en la alteracion

funcional y estructural de aSyn.
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Figura 7-2. Modificacion de aSyn cuando adopta diferentes conformaciones. Esquema que resume el efecto de las
conformaciones de hélice (modificado de PDB 1XQ8) y cross-8 (PDB 2NOA) sobre la susceptibilidad de los residuos de Tyr
a ser modificados. A fines practicos, y en ausencia de una estructura resuelta de la forma monomeérica en solucion, se
empleo la estructura PDB 1XQ8 (conformacion de aSyn en presencia de micelas de SDS) como esquema para la forma de
monomero libre.

Por otro lado, el efecto de las modificaciones oxidativas sobre el proceso de agregacion fue
anteriormente abordado por varios grupos empleando diferentes modelos de oxidacion (ver
Introduccién 1.6.3). En relacién a nuestro trabajo, las formas oxidadas de aSyn evitan la formacion
de especies ricas en estructura cross- detectables por la sonda TioT. Dado que la formacion de
fibrillas maduras podria ser un mecanismo de neutralizacién de especies téxicas por parte de las
células afectadas [182], la incorporacion de las PTM derivadas del estrés oxidativo podria favorecer
la estabilizacion de intermediarios de agregacion oligoméricos (hoy supuestos como los verdaderos
responsables de la actividad citotoxica de aSyn) y asi evitar su incorporacion en estructuras amiloides

fibrilares. También se abordd el efecto de las proteinas modificadas sobre el tamafo de vesiculas
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anidnicas, como una aproximacion y exploracién inicial sobre la funciéon de interaccién aSyn con
lipidos. Asi, se observd que la incubacion de las variantes con las vesiculas llevé a cambios de
tamario diferentes a los exhibidos por la proteina sin modificar, promoviendo en un caso la agregacién
de estas y una menor afinidad de unién en el otro.

En relacion al potencial efecto citotdxico sobre los modelos de células neurales en cultivo
empleados, las proteinas no mostraron ser toxicas para células microgliales. Sin embargo, existe
amplia evidencia de que tanto aSyn como sus variantes modificadas o agregadas podrian ser
responsables de una activacion pro-inflamatoria de células de la microglia, promoviendo asi el
desarrollo de procesos neuroinflamatorios [272]. Por otro lado, los resultados obtenidos con la linea
SH-SY5Y diferenciadas sugieren que la variante nitrada podria tener un efecto perjudicial sobre las
células, pero que este no seria, en principio, significativamente diferente al exhibido por la proteina
sin modificar. In vivo, la diferente actividad toxica seria originada por la disponibilidad diferencial de
ambas especies, por ejemplo, al verse afectada su capacidad de interaccién con membranas. Las
variantes entrecruzadas no mostraron ejercer un efecto toxico, de forma contraria a lo anteriormente
reportado [182]. En este contexto, consideramos que es necesario profundizar la caracterizacion de
las variantes oxidadas de aSyn, con el fin de comprender su rol en el origen y la diseminacioén de los
procesos citotdxicos que llevan a la aparicién y progresion de la EP, enfocandose en parte también
en mecanismos alternativos de citotoxicidad mas alla de un desarreglo metabdlico, que fue el
parametro evaluado en estos estudios.

En conclusién, dado que 1) la caracteristica mejor descripta de aSyn es su habilidad de unirse
a membranas fosfolipidicas [56,58] que 2) su rol in vivo estaria relacionado principalmente con la
regulacion sinaptica mediante la unién a vesiculas [71] y que 3) la formacion de los agregados
amiloides podria actuar como un mecanismo de detoxificacion de intermediarios nocivos [182];
nuestros resultados sugieren que algunas modificaciones oxidativas, como la nitraciéon de Yszg 0 el
entrecruzamiento Ysg-Y133/136, podrian ser fundamentales para la ganancia de funcién téxica de aSyn.
De correlacionarse efectivamente estas modificaciones con aspectos patologicos de la EP, tales
como la alteracion de la interaccién con membrana y de la formacién de agregados inertes, asi como
la muerte de neuronas dopaminérgicas [182] y la activacién de la microglia [272], justificaria su
estudio como potenciales biomarcadores de Sinucleopatias.

La determinacion de aSyn como biomarcador en fluidos corporales, incluido en liquido
cefalorraquideo, no ha demostrado hasta el momento ser un parametro lo suficientemente especifico
y sensible por si sélo como para tener utilidad en el diagnostico o monitoreo de las Sinucleopatias.
Esto, en parte, se debe a que la expresion de aSyn es muy amplia y elevada, particularmente en
glébulos rojos; por lo que su origen no es directamente atribuible al dafio de un tejido o tipo celular
en particular. Nuestros resultados y los de otros autores sugieren que las PTM de aSyn podrian

participar en varias etapas de la EP y de los mecanismos moleculares que promueven su
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propagacion, mantenimiento y progreso en el tiempo. De este modo, la identificacion especifica de
PTM en aSyn asociadas al proceso neurodegenerativo en muestras complejas podria aportar la
especificidad necesaria como para ser empleadas en el desarrollo de herramientas de diagnéstico
temprano, monitoreo y/o para evaluar la eficiencia de tratamientos para combatir las Sinucleopatias.
Los desafios a futuro de este proyecto apuntan también en este sentido, a fin de poder capitalizar los
avances que logramos en el entendimiento de los fenémenos moleculares que llevan a la ganancia
de funcién toxica de aSyn. Asi, es fundamental el desarrollo de herramientas especificas que puedan
detectar y distinguir las diferentes especies de aSyn, modificadas o sin modificar, agregados téxicos
o inertes, y de esta forma poder aportar certeza al diagndstico de las enfermedades
neurodegenerativas.

Finalmente, es importante tener en cuenta que las Sinucleopatias son un conjunto de
enfermedades complejas, generalmente atribuidas a desérdenes neuroldégicos del SNC. Sin
embargo, en las ultimas décadas ha crecido la tendencia a analizar factores y sintomas de otros
tejidos u drganos, como los gastrointestinales. A tal punto que también se ha sugerido que, en
algunos casos, el origen de la patologia podria ser epitelial, y que migraria hacia el SNC a través del
sistema nervioso periférico empleando un mecanismo con ciertas caracteristicas comunes a las
enfermedades pridnicas. En este contexto, algunos sintomas tempranos de las Sinucleopatias
pasarian desapercibidos por su inespecificidad, tales como la constipacién o alteraciones del suefio,
para los cuales se ha planteado que podrian surgir mas de 10 afos antes de la aparicién de los
sintomas motores clasicos. En este contexto, un ensayo bioquimico podria permitir detectarlos de
forma eficiente y tomar medidas para prevenir el avance de la enfermedad. Es en este sentido que
se prevé avanzar en la puesta a punto de métodos para la deteccion y cuantificacion de las PTM de
aSyn en muestras complejas junto con el desarrollo de anticuerpos monoclonales que ayuden en su

enriquecimiento y/o deteccion.
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