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1. RESUMEN/ABSTRACT

La a-sinucleina es una proteina intrinsecamente desordenada que puede plegarse de
forma errénea y formar agregados amiloides, esto es, estructuras depositadas en el tejido
neuronal de afectados por la enfermedad neurodegenerativa de Parkinson. Para que se
formen estos agregados se debe dar el auto-ensamblaje de mondmeros de proteina en
forma, inicialmente de oligdbmeros y, finalmente, de fibras. EIl proceso se ha asociado a la
induccidn y progresion de neurodegeneracion, con un papel muy relevante de las especies

oligoméricas intermedias en la induccion de toxicidad.

Actualmente, se estan centrando todos los esfuerzos en encontrar biomarcadores para
un diagnoéstico precoz de Parkinson, ya que en la actualidad el diagnostico es por una
serie de caracteristicas fenotipicas que aparecen cuando la enfermedad estd ya muy
avanzada y solo se puede confirmar post-mortem. Por este motivo, en este trabajo
abordamos el estudio cinético de una serie de compuestos previamente testados que
pueden ser adecuados para inhibir la agregacion de a-sinucleina y, de esta manera,
atrapar algunas de las conformaciones oligoméricas con las que poder desarrollar
biomarcadores especificos para un diagnostico temprano de la enfermedad. Nuestros
resultados indican que el compuesto flavonoide quercitina podria ser un candidato

plausible para inhibir la agregacion amiloide.

a-synuclein is an intrinsically disordered protein that can misfold and form amyloid
aggregates that accumulate in neuronal tissue in Parkinon disease’s patients. Monomers
of protein self-assemble into initially oligomers and eventually fibers. The process has
been associated with the induction and progression of neurodegeneration, with a key role

of the intermediate oligomeric species in the induction of toxicity.

Nowadays, scientific research is focused on finding biomarkers to make an early
diagnosis of Parkinson disease, since the current diagnosis is based on phenotypic
characteristics that appear at very late stages of the disease and it is only confirmed

post-mortem. For this reason, we take on a kinetic study of a variety of compounds
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(previously tested) that may inhibit a-synuclein aggregation and in this way trap some of
the intermediate oligomeric conformations with which develop specific biomarkers for an
early diagnosis of the disease. Our results point out that the flavonoid quercetin might be

a plausible candidate for this purpose.



2. INTRODUCCION

Enfermedades debidas al mal plegamiento proteico (misfolding diseases): enfermedad de

Parkinson

Existe un gran nimero de patologias humanas producidas por un fallo en el
plegamiento de ciertas proteinas (Figura 1), lo que en algunos casos conlleva a una
reduccién de su disponibilidad o actividad [1]. Dicha disminucion en su disponibilidad
puede deberse a los mecanismos postraduccionales de control de la célula, que degradan
las proteinas mal plegadas (es el caso de la fibrosis cistica) [2]; 0, a un fallo del transporte
celular (como el caso del efisema temprano) [3]. Sin embargo, un gran nimero de este
tipo de enfermedades es causado por la generacion y acumulacion de agregados de una
proteina en cuestién que se pliega incorrectamente y se auto-ensambla en especies que
adquieren una conformacion de lamina B, bastante estable, y tipicamente en forma de

agregados fibrilares [4-6].
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Figura 1. Esquema sobre los
distintos  tipos de  estados
conformacionales de las proteinas.
Cuando los mecanismos
reguladores de la célula fallan y se
produce un mal plegamiento de la
proteina, se pueden  formar
agregados ricos en ldmina [, que
daran lugar a la acumulacién de
fibras amiloides en determinados
tejidos ya que estos agregados
amiloides son muy estables y
resistentes a la degradacion de
proteasas. Figura adaptada de Chiti
and Dobson, 2016 [1].

Estos agregados se acumulan en diferentes 6rganos o tejidos, y suponen una de las

caracteristicas méas relevantes de este tipo de enfermedades. Asi, por ejemplo, la

acumulacion de agregados fibrilares del péptido B amiloide o de la proteina tau es uno de

los rasgos de la enfermedad de Alzheimer y de la proteina a-sinucleina, de la enfermedad
de Parkinson [1, 4].

Las fibras amiloides tipicas estdn generalmente constituidas por varios

protofilamentos que interaccionan lateralmente. Cada uno de estos protofilamentos esta

formado por moléculas de proteina que adquieren estructura de ldminas f y que se

disponen una encima de la otra interaccionando principalmente mediante puentes de



hidrogeno entre atomos de la cadena principal (interacciones intermoleculares),

generando una estructura denomina lamina 3 cruzada [7-9] (Figura 2).

Figura 2. Representacion de una fibra amiloide, donde se
aprecia la arquitectura lamina B cruzada de la misma.

Figura adaptada de Cremades and Dobson, 2018 [10].

Aunque aun falta por esclarecer las causas de la toxicidad asociada al proceso de
las fibras amiloides, es ampliamente aceptado que las especies oligoméricas intermedias,
que se generan durante el proceso de agregacion amiloide, presentan toxicidad
neuroldgica que en la mayoria de los casos es superior a la que inducen las especies
fibrilares finales [11, 12]. De hecho, se cree que las especies oligoméricas tienen un papel
relevante en el desarrollo y probablemente progresion de la enfermedad [5]. Estudiar las
especies oligoméricas intermedias que se generan durante el proceso, no obstante, ha
resultado ser extremadamente dificil debido a su naturaleza transitoria y a su baja
poblacién en cualquier momento de la reaccion (en torno al 5-10% como maximo) [13].
Es necesario por tanto el desarrollo de protocolos experimentales para atrapar estas
especies y de esta manera estudiar su naturaleza y los mecanismos por los que causan
toxicidad [14]. En algunos casos, se han atrapado especies oligoméricas adicionando
moléculas 0 compuestos organicos capaces de interaccionar con algunas de estas especies
y evitar su transformacion a fibras [15]. Sin embargo, el desarrollo de estos protocolos ha
sido relativamente reciente y el nimero de especies oligdmericas que se han podido aislar
es minimo [15], por lo que la informacion de la que disponemos en la actualidad sobre

estas especies es muy limitado.

En el caso de la enfermedad de Parkinson, su desarrollo y progresion se relaciona
con la presencia de agregados y depdsitos amiloides de la proteina a-sinucleina [5], que

se acumulan principalmente en las células nerviosas involucradas en el control motor, en
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su mayoria células dopaminérgicas del sistema nigrostriatal [16]. Se trata de una
enfermedad crénica, caracterizada por la presencia de temblores, bradiquinesia (lentitud
en el inicio de movimientos) y rigidez. Se considera una enfermedad asociada al
envejecimiento, con una prevalencia del 2% en mayores de 65 afios [17] y se estima que
alrededor del 70% de las neuronas mueren antes de que se observen los sintomas
claramente [18]. De este modo, su diagnostico se confirma post mortem, mediante un
examen histopatoldgico de la pérdida neuronal y la presencia de cuerpos de Lewy y de
neuritas de Lewy) [19].

Existen otras enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la acumulacion
de a-sinucleina en forma de fibra amiloide y que se les denomanina globalmente alfa-
sinucleinopatias, como la demencia con cuerpos de Lewy o la atrofia del sistema multiple
[20, 21]. Recientemente, se ha observado que algunas formas mal plegadas de a-
sinucleina y otras proteinas asociadas a enfermedades neurodegenerativas se propagan
por si mismas de una célula a otra infectando células sanas y propagando de esta manera
la enfermedad [22-26].

Actualmente, no hay una terapia que prevenga el Parkinson, pero si se han
desarrollado estrategias para inhibir o retrasar la agregacion amiloide de a-sinucleina y
que podrian constituir potenciales farmacos para prevenir la enfermedad. Estas estrategias
incluyen anticuerpos, péptidos sintéticos, chaperonas moleculares y compuestos quimicos
[27].

Caracteristicas generales de la a-sinucleina

La a-sinucleina es una proteina de 140 residuos que se encuentra intrinsecamente

desordenada en su forma nativa.

Segun su secuencia, podriamos dividir la proteina en tres regiones (Figura 3): N-
terminal (residuos 1-60), caracterizada por una carga neta positiva (a pH neutro); la
region central, denominada region NAC (por las siglas en inglés de "non-Ab
component)” [28] (residuos 61-95), y que es una region muy hidrofoba; vy, la region C-
terminal (residuos 96-140), que contiene muchas cargas negativas a pH neutro [5, 16].



Un rasgo caracteristico de la secuencia de a-sinucleina es que contiene siete
repeticiones imperfectas KTKEGV entre las regiones N-terminal y NAC que hacen que
la proteina adquiera una conformacion de a-hélice anfipatica en estas regiones en
contacto con interfases hidrofilicas/hidrofobicas [29]. Es de esta manera que se une a
membranas lipidicas, especialmente si tienen un alto contenido en cargas negativas [30-
32], proceso que parece ser importante para desarrollar su funcion [33]. Por otro lado, la
region NAC se ha propuesto que es esencial para la agregacion amiloide de la proteina y
constituye el nucleo comdn de plegamiento amiloide en las diferentes fibras de a-
sinucleina que hasta ahora se han resuelto [34]. Con el fin de evitar la agregacion de la
proteina y, por tanto que las regiones NAC interaccionen entre ellas, se ha propuesto que
la region C-terminal estaria estableciendo interacciones transitorias con las otras dos

regiones de la proteina en la conformacion desordenada, nativa [35].

N-terminal NAC C-terminal

o (T } coon

Imperfect KTKEGV repeats

Figura 3. Representacién esquematica de las regiones y secuencia KTKEGV caracteristicas de a-

sinucleina. Figura adaptada de Cremades et al., 2017 [5].

La formacidn de agregados amiloides vy la naturaleza de su toxicidad asociada

La formacion de las fibras amiloides se lleva a cabo mediante un proceso de
nucleacion [1, 5], en el que los monomeros de una proteina, en el caso de la a-sinucleina,
intrinsecamente desordenada, se auto-ensamblan inicialmente para formar oligdmeros,

componiendo una estructura en lamina P, hasta alcanzar la configuracion méas estable en
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forma, normalmente, de la de fibra amiloide [5, 10]. EI modelo de nucleacion-
conversion-polimerizacion se ha estudiado para el caso de la agregacion de a-sinucleina,
donde se ha observado la formacién inicial de oligomeros principalmente desordenados
que luego adoptan secuencialmente una estructura mas compacta en lamina 3 y resistente
a la degradacion por proteasas [5, 13, 36]. Debido a que la formacion de los primeros
nucleos de la agregacion es un proceso mucho mas lento que la unién de mondémeros a
nucleos ya formados, las cinéticas de agregacion amiloide presentan una curva de
crecimiento sigmoidea [37-39] (Figura 4), dividida en tres fases: una primera fase de
latencia donde todavia no hay un nimero relevante de agregados amiloides; una fase de
crecimiento exponencial, donde se produce la mayoria de la conversion de las moléculas
de proteinas a agregados amiloides; v, la fase final de estancamiento, donde se alcanza el
equilibrio con la méaxima concentracion de fibra formada para una concentracion inicial

de mondmeros de proteina dada [40].

Figura 4. Curva tipica de agregacién
g 100- : Final plateau amiloide que- n_wuestra el porc-entaje de
% 8o 33’ | agregados amiloides frente al tiempo, asi
jg _é_g como las fases de la curva. En la fase de
% 60r ﬁa crecimiento es donde se produce la
E a0 E_% formacion de la gran mayoria de los
% .| :31 agregados amiloides [40].
= lag phase |
< 0O

Time

La agregacion amiloide de proteinas se puede reproducir en un tubo de ensayo ya
que es un proceso intrinseco de las proteinas amiloidogénicas [4], o que permite su
estudio en detalle. La técnica mas ampliamente utilizada para monitorizar la formacion de
agregados y fibras amiloides es el cambio en el rendimiento cuantico de la emision de
fluorescencia de la molécula tioflavina T (ThT) al unirse de forma especifica a agregados
amiloides con estructura en lamina B cruzada [41-43]. La adicion de ThT al inicio de la
reaccion de agregacion, por tanto, nos permite monitorizar in situ la formacién de fibras

amiloides de forma muy sencilla y con un gasto relativamente pequefio de proteina, lo
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que permite su aplicacion a gran escala en formato de placas multipocillo. Varios factores
limitantes en este tipo de experimentos para el estudio de la agregacion de a-sinucleina es
la duracion del proceso (tipicamente en torno a 4-6 dias) y la falta de reproducibilidad del
proceso en las condiciones més utilizadas in vitro para el estudio del proceso [44]. En
estudios recientes de cribado de quimiotecas, por tanto, se han ideado estrategias para
reducir en gran medida estos factores, como el caso de adicionar vesiculas lipidicas
sintéticas o bolas de politetrafluoroetilino (PTFE) para inducir el proceso de agregacion
de o-sinucleina mediante la nucleacion heterogénea a través de la interfase

hidrofilica/hidrofébica generada en la superficie de las vesiculas o las bolas [45].

A pesar de que la caracterizacion de los oligomeros de a-sinucleina es
complicada por su naturaleza transitoria y su variabilidad [14], se han identificado dos
tipos distintivos en base a su toxicidad, aunque con morfologia y tamafio similares asi
como similares a las fibras amiloides: las especies formadas al principio de la agregacion,
no téxicos, denominados oligdbmeros A; y, los oligdbmeros B, mas estables, con mayor
proporcion de estructura lamina B (y mayor resistencia a la degradacién por proteinasa K)
y toxicos [13-15]. Estos ultimos podrian tener un papel clave en el origen y progresion
del Parkinson al unirse a las bicapas lipidicas de las células neuronales, destruyendo la

integridad de las membranas celulares [14, 15].

Blsqueda de compuestos que inhiban el proceso de la agregacién amiloide vy atrapen

especies oligoméricas intermedias

En la actualidad no existe un biomarcador ni una prueba especifica para el
diagnostico temprano de la enfermedad de Parkinson, y se ha postulado que especies
oligoméricas intermedias de a-sinucleina podrian ser utilizadas como biomarcadores
tempranos de la enfermedad [46]. Ultimamente, se ha dedicado gran esfuerzo a
identificar y caracterizar la naturaleza de los oligdbmeros de a-sinucleina. Se han
desarrollado una serie de estrategias para atrapar las formas oligoméricas de esta
proteina: cambiar las condiciones fisicoquimicas de la agregacion, modificar la proteina o
afiadir compuestos inhibidores que interaccionen con los oligomeros y asi inhiban su

elongacion y posterior conversién en fibras [5]. Es esta Ultima estrategia la que se
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pretende explorar en este estudio. Para ello, se han seleccionado una serie de compuestos
para estudiar su capacidad de atrapar diferentes conformaciones oligoméricas intermedias

de a-sinucleina durante el proceso agregacion amiloide.

La base para la seleccion de estos ocho compuestos ha sido la siguiente. Dos de
los compuestos ya han sido identificados como inhibidores de la agregacion de a-
sinucleina en estudios previos, concretamente la quercitina [27, 47] y SynuClean-D [44,
48]. Por otro lado, se escogieron otros dos compuestos que se habian descrito como
inhibidores de la agregacion del péptido p amiloide [49] y que hasta la fecha no se habia
probado para a-sinucleina: alexidine dihidroclérico y el compuesto 2-methyl-5,6,7,8-
tetrahydro-[1]benzothiolo[2,3-d][1,3]oxazin-4-one (al que llamaremos de ahora en
adelante “6° compuesto”). Se han analizado ademés otros dos compuestos que fueron
identificados en un cribado de compuestos como inhibidores de la agregacion de amilina,
péptido involucrado en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo Il: benzobromarona y
acido fdlico [50]. Por ultimo, se han afiadido dos compuestos méas que no habian sido
evaluados hasta la fecha para la agregacion de a-sinucleina. Uno es el lanosterol, que es
un derivado de la escualamina. Esta si se ha identificado como inhibidor de la agregacion
de a-sinucleina [51-53]. La diferencia es que el lanosterol no tiene la cola hidrofilica de
espermidina de la escualamina y queriamos estudiar su efecto. Finalmente, se afiadio

también el colato sédico a la lista por su capacidad anfipatica y su similitud al lanosterol.

En la siguiente tabla (Tabla 1), se muestran los compuestos elegidos para realizar
este trabajo, indicando su férmula, caracteristicas y su relacion con la inhibicién con la

agregacion amiloide.
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Tabla 1. Seleccion de compuestos que pueden inhibir la agregacion de a-sinucleina. Informacién obtenida en PubChem.

Compuesto Formula Nombre IUPAC Tipo de molécula Caracteristicas Estructura 2D Inhibicién
molecular agregacion
Peso amiloide
molecular

Benzobromarona C17H12Br203 (3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl)-(2- 1-benzofurano Inhibidor de xantina Inhicién
PM: 424.1 ethyl-1-benzofuran-3-yl)methanone sustituido en C-2 oxidasa no purinico ; agregacion amilina
g/mol por grupo etilo y Tratamiento gota (en 2 J [50]
en C-3 por 3,5- EEUU no aceptado).
dibromo-4- Agente uricosurico .
hidroxibenzoil o
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SynuClean-D CisHsF3sN4Os  2-hydroxy-5-nitro-6-(3-nitrophenyl)-4- AM-P227 Inhibicién
PM:354.2 (trifluoromethyl)nicotinonitrile I agregacion de a-
g/mol syn [44, 48]

“6° C11H11NO,S 2-methyl-5,6,7,8-tetrahydro- hibe agregagcion
COMPUESTO” PM: 221.28 [1]benzothiolo[2,3-d][1,3]oxazin-4-one éptido B amiloide
g/mol . [49]

O
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Colato sodico C24H1NaOs Sodium;(4R)-4- Acido cdlico Sal biliar con 4 grupos

PM: 448.6 [(3R,5S,7R,8R,9S,10S,12S,13R,14S,17 hidroxilo que se
g/mol R)-3,7,12-trihydroxy-10,13-dimethyl- conjuga con papaina y
2,3,45,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- pancreatina BN

tetradecahydro-1H- !
cyclopenta[a]phenanthren-17- |
yl]pentanoate;hydrate s

Lanosterol CaoHs00 (3S,5R,10S,13R,14R,17R)-4,4,10,13,14- 3B-esterol, De ¢l derivan todos los Un derivado, la
PM: 426.7 pentamethyl-17-[(2R)-6-methylhept-5- triterpenoide esteroles (escualeno, . escualamina, se
g/mol en-2-yl]-2,3,5,6,7,11,12,15,16,17- tetraciclico y colesterol...) N identifica como
decahydro-1H- esteroide 144- Metabolito de plantas, N inhibidor de la
cyclopenta[a]phenanthren-3-ol metilo animales, bacterias. .. N 89 agreagacion a-syn
Inhibidor de la T T [51-53]
agregacion de proteinas 7
mal plegadas
relacionadas con
enfermedades

neurodegenerativas
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio de la posible capacidad inhibitoria de
varios compuestos que ya fueron identificados previamente en otros estudios de cribado
de o-sinucleina o de otras proteinas o polipéptidos amiloidogénicos, asi como otros
compuestos seleccionados en el grupo, con el fin de identificar compuestos que actlen a
nivel de oligbmero y, de esa manera, estabilicen algunas de las conformaciones
oligoméricas que se generan durante la agregacién amiloide de a-sinucleina con el fin
ultimo de que pudieran ser utilizados como posibles biomarcadores para la deteccion

temprana de la enfermedad de Parkinson.

Para ello, se han llevado a cabo una serie de etapas en la investigacion:

- Expresar y purificar a-sinucleina humana (tipo silvestre).

- Caracterizar el rango de concentraciones en el que los diferentes compuestos se
mantienen estables y monoméricos, en solucion acuosa en las condiciones de
estudio, utilizando dispersion dinamica de la luz.

- Estudiar la cinética de agregacion de a-sinucleina en presencia y ausencia de
diferentes concentraciones de compuestos mediante espectroscopia de fluorescencia.

- Caracterizar estructural y morfologicamente los agregados generados en los casos
mas relevantes a través de espectroscopia de infrarrojo y microscopia de fuerza

atémica.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Proteina- a-sinucleina purificada en el laboratorio en el que se realiza el TFM.

Células- cepa de E. coli BL21 (DE3).
Potenciales inhibidores- benzobromarona (Merkc, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania),
quercitina (Merkc, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania), acido folico (Merkc, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Alemania), SynuClea-D (sintetizado por el Dr. Alejandro Mahia en
el grupo de investigacion ProtBioCom de la Universidad de Zaragoza), alexidine
dihidroclérico (Cymit, Barcelona, Espafia), 6° Compuesto (Enamine, Riga, Letonia),
lanosterol (Merkc, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania), colato sédico (Merkc, Sigma
Aldrich, Darmstadt, Alemania).

Reactivos- Tioflavina T (ThT), Isopropil-p-D-1tiogalactopirandsido (IPTG),
Ampicilina (Amp), adquiridos en su mayoria de Merck, Sigma Aldrich (Darmstadt,
Alemania).

Otros materiales- cubetas de plastico desechables (3 x 3 mm, 5 x 5 mm, 10 x 10 mm)
(Merck, Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemania), microplacas de 96 pocillos con
recubrimiento de PEG, con recubrimiento hidrofébico y con recubrimiento de vidrio
(Merck Darmstadt, Alemania), bolas de teflon de diametro 1/8” (Polysciences Europe
GmbH, Eppelheim, Alemania), ventanas CaF2 de 32x3 mm (Harrick Scientific Products,
Pleasantville, Estados Unidos), espaciador de PTFE de 25x0.056 mm (Harrick Scientific
Products, Pleasantville, Estados Unidos) y discos de mica (Agar Scientific, Stansted,
Reino Unido), marcador de peso molecular PageRuler Prestained Protein Ladder,

ThermoFisher.
4.2 Obtencion de a-sinucleina humana recombinante pura

Transformacion en BL21 (DE3)- Se transformaron células de E. coli BL21 (DE3)
mediante choque térmico, incubando las células y el plasmido pT7-7 WT que contiene el
gen que codifica para a-sinucleina humana (variante silvestre o WT por sus siglas en

inglés) a 42 °C durante 45 segundos después de haber incubado la mezcla en hielo
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durante 2 minutos. Tras el choque térmico, las muestras de células se incubaron a 37 °C,
220 rpm durante 1 hora y se seleccionaron las colonias transformadas en una placa de
LB con 100 pg/ml de Amp.

Expresion- Se cultivaron células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con el
plasmido a 37 °C con agitacion en medio LB (250 ml) y con Amp (100 ug/ml) durante
toda la noche. Al dia siguiente se inocularon 60 ml del pre-cultivo a 2 | de medio LB con
Amp (100 pg/ml). En total, se crecieron células en 6 | de medio LB. Se dejo crecer hasta
una densidad Optica de 0.65 a 600 nm. A continuacion, se indujo la expresion de la
proteina afiadiendo 1 mM IPTG manteniendo el cultivo a 37 °C durante 4 horas. Las
células se centrifugaron en tubos de centrifugacion de 500 ml durante 10 minutos a 4 °C
en una centrifuga (Beckman Coulter) con un rotor JA-10 a 9700 rpm y se resuspendieron
los sedimentos en 200 ml de PBS (62 mg de NaH2P04 + 208 mg NaoHPO4 + 1.752 g
NaCl en 200 ml H20). Se centrifugaron varias veces hasta reducir al minimo el pellet y al
final se centrifugaron en tubos de 50 ml durante 30 min a 4 °C a 13000 rpm en la misma
centrifuga pero con un rotor JA-20. Llegados a este punto, los pellets se guardaron a -
80°C.

Purificacion- Se descongelaron los pellets y se resuspendieron en 120 ml de
tampon de lisis (1 M Tris pH 7.7 + 0.5 M EDTA + inhibidor de proteasas), 20 ml de
tampdn de lisis por cada litro de cultivo (20 ml de tampdn de lisis por cada litro de
cultivo). A continuacién, se indujo la rotura de las membranas celulares por
ultrasonicacion en hielo (5 ciclos de 1 minuto de sonicacion con 1 minuto de pausa entre
cada uno) con el ultrasonicador Vibra-Cell™ Ultrasonic Liquid Processors (Newtown,
EEUU) y se centrifugo la solucién obtenida durante 30 minutos, a 4°C y 13000 rpm con
un rotor JA-20. Los fragmentos de membrana se desecharon y la solucién obtenida
(extracto crudo) se llevd a ebullicion durante 20-25 minutos. Al ser a-sinucleina una
proteina intrinsicamente desordenada, permanece soluble a temperaturas tan elevadas a
diferencia de un gran numero de proteinas del extracto crudo que precipitan. Se conserva,
por tanto, el sobrenadante. Posteriormente, se precipita el ADN de la solucion al afadir
sulfato de estreptomicina (10 mg por cada 1 ml de sobrenadante) y se recoge el
sobrenadante al centrifugar como se hizo anteriormente. Este paso de precipitacion con

estreptomicina se repite para eliminar la maxima cantidad de ADN posible de la muestra.
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El dltimo paso de precipitacion consiste en afiadir sulfato amonico para que precipite o-
sinucleina (361 mg por cada 1 ml de sobrenadante). Se mantuvo en agitaciéon durante 30
minutos a 4°C y se finalmente se centrifugd la solucion durante 30 minutos, a 4°C, a
13000 rpm en un rotor JA-20 conservandose esta vez el pellet. El pellet es posteriormente
resuspendido en 40 ml de 25 mM Tris pH 7.7 y se dializa en una membrana de 3500 Da
con 4 | de tampon de didlisis (Tris 25 mM, pH 7.7) a 4°C durante la noche. A
continuacion, la muestra se filtra con filtros de 0.2 um y se carga en una columna
cromatografica de intercambio anidnico, HiPrep™ Q FF 16/10 (GE Healthcare, Bio-
Sciences AB, Uppsala, Suecia). La elucion de a-sinucleina se llevo a cabo en Tris-HCI 25
mM, pH 7.7 con un gradiente de 1.5 M de NaCl. La muestra de proteina eluida se filtro
con un filtro de 0.45 pM y se carg6 en una columna cromatogréfica de exclusion
molecular HiLoad 26/600 Superdex 75 prep grade (GE Healthcare, Bio-Sciences AB,
Uppsala, Suecia). Se recogieron las fracciones correspondientes a la elucién asignada a a-
sinucleina monomeérica y se confirmo su identidad y pureza a través de la medicién de la
masa real de la muestra a través de la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Disorption/lonization-Time Of Flight) a través del Servicio de
Protedmica de la Universidad de Zaragoza. Por ultimo, se determind la concentracion de
la muestra en un espectrofotometro (NanoValue Plus, Biochrom) midiendo Ila
absorbancia a 275 nm vy, aplicando la ley de Beer-Lambert (el coeficiente de extincion
utilizado es: €2750m=5600 M cm* [54]).

4.3 Dispersion dinamica de la luz

Se utilizé la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés)
para determinar el rango de concentraciones en el que los diferentes compuestos se
mantienen principalmente monomericos en las condiciones a las que se realizaran las
cinéticas de agregacion de a-sinucleina. Ya que el equipo de DLS del que se dispone,
DynaPro NanoStar, de Wyatt (Santa Barbara, Estados Unidos), tiene un rango de
particulas con un radio hidrodinamico (asumiendo una esfera) entre 1 y 5000 nm,
desarrollamos una estrategia para estimar el porcentaje, grosso modo, de compuesto que
se encuentra agregado (ya que las moléculas de compuesto monomérico no pueden ser

detectadas en este equipo). Para ello, afiadimos 20 uM de a-sinucleina a las diferentes
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muestras de compuesto como molécula de referencia para poder establecer
comparaciones de poblaciones. Se escogio a-sinucleina monomérica como molécula de
referencia ya que el radio hidrodindmico de la proteina en las condiciones de estudio esta
ampliamente caracterizado y descrito en la bibliografia [55-58]. De este modo, haciendo
un analisis comparativo de la abundancia de posibles agregados de compuestos con la
abundancia de a-sinucleina podemos realizar una estimacion de la cantidad de agregados
de compuesto presentes en cada muestra. Para este andlisis se asume que no hay
interaccion entre a-sinucleina monomérica y los compuestos. Este analisis se realizé a
temperatura ambiente en soluciones de PBS con 5% vol. de DMSO. El analisis se repitio
tras incubar las soluciones de compuestos en PBS sin proteina a 37°C durante 2 dias en
condiciones idénticas a las requeridas para el proceso de agregacion de la proteina con el
fin de caracterizar la estabilidad de los compuestos durante las primeras etapas del

proceso de agregacion de a-sinucleina en las condiciones utilizadas en este estudio.

El equipo promedia de 20 adquisiciones por cada medida, y se han realizado una
media de 15 medidas por compuesto que fueron analizadas y, a su vez, promediadas. Se
usaron cubetas de plastico (3 x 3 mm, 5 x 5 mm, 10 x 10 mm) translicidas desechables.

Se midieron los compuestos a 100 y 300 uM vy, la proteina, a 20 uM.

4.4 Cinéticas de agregacion mediante medidas de fluorescencia de Tioflavina T

Se incubo6 50 uM a-sinucleina en tampdén PBS con 5% vol DMSO, 1% azida, 25 uM
ThT y distintos compuestos a concentraciones de 50 puM, 100 puM, 300 uM en un
volumen total de 200 pl (se realizaron, al menos, triplicados de cada condicién)
utilizando tres tipos de microplacas de 96 pocillos: una microplaca de poliestireno (PS)
con recubrimiento de polietilenglicol (PEG) también llamadas ‘“non-binding”, una
microplaca de PS no tratada y una microplaca de PS con recubrimiento de vidrio. A las
soluciones de proteina se les adiciond una bola de teflon de 1/8°° de didmetro y se
incubaron las placas durante 5-7 dias, a 37 °C, en ciclos de 30 minutos en un lector de
microplacas FLUOstar Omega (BMG Labtech, Offenburg, Alemania). En el punto final
de las agregaciones, se recogieron las muestras agregadas, se centrifugaron a 16000 rpm
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y los sobrenadantes se cargaron en geles SDS-PAGE 15% acrilamida 25 mM Tris — HCI
pH 8,3, 20 % (p/v) SDS a 180V. Los geles fueron revelados mediante una tincion con
azul de Coomassie para cuantificar la concentracién de monoémero en la fase final de
equilibrio entre formas agregadas y el mondmero en solucién tras finalizar la reaccién de
agregacion, para asi poder cuantificar el rendimiento de formacion de fibras. Las
cinéticas de agregacion obtenidas como emision de fluorescencia de ThT, se han
modificado para que reflejen el porcentaje de fibras formadas segin la emision de
fluorescencia en la fase final de estancamiento y el porcentaje de fibras final formado

segun la estimacion obtenida por analisis eletroforético.

4.5 Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo y, en particular, la espectroscopia de infrarrojo por
Transformada de Fourier (FT-IR, por sus siglas en inglés), nos da informacién sobre la
estructura secundaria de la proteina cuando se encuentra en diferentes estados o especies
a través del espectro en la region 1600-1700 cm™, correspondiente a las vibraciones del
enlace amida | (principalmente provenientes del enlace C=0 del enlace peptidico) [59].
Comparando la cantidad de estructura en random coil y en ldmina 3 de los agregados se

puede permite diferenciar entre fibras y oligomeros de proteinas amiloides [60].

En un espectro infrarrojo de proteinas en la banda de la amida | se observan picos
cuya posicion respecto al numero de onda indica el tipo de estructura secundaria que
presenta la proteina y su intensidad indica la proporcion de ese tipo de estructura.
Sabemos que las fibras amiloides son ricas en estructura en lamina 3 intermolecular y
este tipo de estructura presenta una banda en la region amida | caracteristica en torno a
1620-1625 cm™ [60]. En el caso de fibras amiloides de a-sinucleina, el contenido en
lamina B es alrededor de un 60%, mientras que el de las especies oligoméricas es
significativamente menor. Asi, en el caso de dos tipos de oligbmeros que han sido
atrapados previamente, denominados oligbmeros de o-sinucleina tipo A vy tipo B, el

contenido en laminas P es esencialmente nulo en el caso del oligdbmero tip A o en torno al

22



30% en el caso del oligbmero tipo B (estimacion obtenida por FT-IR y resonancia

magnética nuclear en estado solido) [14, 15].

Las muestras de agregados para su analisis por FT-IR se prepararon de la
siguiente manera: una muestra de fibras de o-sinucleina de 30 pl se centrifugé dos veces,
10 minutos a 16 000 rpm en una centrifuga (Microfuge 16 centrifuge, Beckman Coulter)
y se resuspendio el pellet formado en 25 pl de tampon PBS deuterado (obtenido al
resuspender PBS en 6xido de deuterio), teniendo una concentracion de al menos 4 mg/ml.
La muestra se deposita entre dos ventanas CaF2 de 32x3 mm separadas por un espaciador
de PTFE de 25x0.056 mm y se mide en el espectrofotometro VERTEX 70 FTIR (Bruker,
Billerica, Estados Unidos), equipado con un detector MCT refrigerado en nitrégeno

liquido.
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Figura 5. Espectro FT-IR en la regién amida
I de fibras (A) y de oligébmeros (B) del
péptido Ab42. La flecha roja indica la banda
centrada a 1695 cm?, que constituye la
mayor diferencia entre ambos espectros.
Figura adaptada de Sarroukh et al., 2013
[60].
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5. RESULTADOS

5.1 Expresion y purificacién de a-sinucleina

Se transformaron las células de la cepa E. coli BL21 (DE3) mediante choque térmico
y después se sobreexpreso y purifico la a-sinucleina. Durante la purificacion, se tomaron
alicuotas de distintas partes del proceso que fueron analizadas por SDS-PAGE
electroforesis para comprobar el proceso de purificacion. Finalmente, se midio la
concentracion de la proteina obtenida por espectroscopia de absorbancia. En los

siguientes apartados se muestran los resultados.

Cromatografia de intercambio anionico- Se realizd un gradiente discontinuo en
solucion de alta concentracion de sal (solucion B), en tres escalones para optimizar la
purificacion de la proteina. Al comienzo de la elucion aparece una cantidad residual de
proteinas que eluyen a 0% de solucién B, mientras que al aumentar al 20% la solucién en
B, a-sinucleina eluye de la columna, observandose un pico en la absorbancia a 280 nm.
Tras mas de dos volumenes de columna, se cambidé a un 100% de solucion B para que
eluya el ADN remanente en la solucién de proteina (que permanece tras dos

precipitaciones con sulfato de estreptomicina; ver Materiales y Métodos, seccion 4.2).
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Figura 6. Cromatograma de intercambio anidnico de a-sinucleina.

Cromatografia de exclusion molecular- Las fracciones recogidas correspondientes
al pico de a-sinucleina observado en el paso de cromatografia de intercambio aniénico se

cargaron en una columna de exclusion molecular tras un paso de dialisis en PBS.

En el cromatograma de elucion (Figura 7) observamos un primer pico
correspondiente a la fraccion de oligbmeros de a-sinucleina. En torno a los 140 ml de
elucidn, aparece un pico con una absorcion muy intensa que corresponde al monémero de
a-sinucleina. Por ultimo, se observa un pico posterior poco intenso que corresponde a la

fraccion de fragmentos de proteina.
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Figura 7. Cromatograma de exclusién molecular de obtenido durante la purificacion de a-sincucleina

humana silvestre recombinante.

En las siguientes figuras (Figuras 8 y 9), se muestran dos geles de electroforesis
SDS-PAGE 15 % acrilamida correspondiente a las diferentes alicuotas durante la

cromatografia de intercambio anionico y de exclusion molecular, respectivamente.

Por un lado, en figura 8, se observa una banda alrededor de 15 kDa,
correspondiente a la proteina (muestras 11, 12, 15, 17, 21); el resto, al no haber banda

presente, confirman la ausencia de proteina.
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Por otro lado, en la figura 9, se analizaron mediante electroforesis muestras
obtenidas tras la cromatografia de exclusion molecular. Se tomaron varias alicuotas,
donde la muestra 15 representa el monomero de proteina, mientras que las demas
corresponden a oligdbmeros (muestra 4) o fragmentos de proteina (muestras 17, 18, 20 y
23).

PM 4 15 17 18 20 23 Figura 9. Gel de Ila
150 kDa fraccion monmérica de a-

sinucleina obtenida en la

70 kD
s cromatografia de exclusién
20 kD3

molecular.  Electroforesis
— SDS-PAGE 15%
2 kva acrilamida.  Calle  15:
mondémero de a-sinucleina.
PM: marcador de peso

15 ko3

l molecular.

I Muestra 15: mondmero

Por dltimo, mediante la técnica MALDI-TOF se determind el peso molecular de la
proteina. Se obtuvo un Unico pico significativo con una masa de 14 442.11 Da (Servicio
de Protedmica del Centro de Investigacion Biomédica de Aragon, CIBA), el cual se
aproxima bastante bien al peso molecular tedrico obtenido en la pagina web de

ProtParam, EXPASYy, de 14 460.16 Da. La concentracion de proteina en la muestra final
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de purificacion fue de 227.5 uM, con un rendimiento de la purificacion de 8 mg por litro

de cultivo.

5.2 Caracterizacion de los compuestos por DLS

Para poder comprender mejor como se comportan los inhibidores durante el proceso
de agregacion de a-sinucleina, se realizaron ensayos de DLS para comprobar la
estabilidad de los compuestos y su tendencia a formar agregados o clusters de
compuestos a las concentraciones y condiciones de medida. Esta técnica mide la
velocidad del movimiento browniano y lo relaciona con el tamafio de la particula. El
movimiento browniano es un movimiento al azar de las particulas debido al “golpeteo”
de las moléculas del solvente alrededor de ellas. Entonces, esta determinacion puede
realizarse sobre particulas en suspension liquida. A mayor tamafio, mas lento es su
movimiento. Debido a que la intensidad de luz dispersada por una particula viene dado
por la sexta potencia de su tamafio (radio hidrodinamico), particulas pequefias como los
compuestos, en su forma monomérica, utilizados en este trabajo no entran en el rango
dinamico de medida del equipo de DLS utilizado. Es por eso, que se desarrolld una
estrategia para estimar, de forma aproximada, el porcentaje de compuesto que haya
podido formar agregados en la muestra durante el tiempo que duran las primeras etapas
de la reaccion de agregacion de la proteina (dos dias). A diferentes concentraciones de
compuesto se le afiadio 20 uM de a-sinucleina en condiciones idénticas a los
experimentos de agregacion, pero con menor concentracion de proteina y sin bolas de
teflén, por lo que no se promueve la agregacion. En estas condiciones, se descartaron las
concentraciones de compuestos donde se identificaron concentraciones significativas de

compuesto agregado para su utilizacién en los experimentos de inhibicion.

Como primer experimento, se caracterizd una muestra de 20 uM de a-sinucleina
como control y se obtuvo una especie mayoritaria (aprox. 100%) con un radio
hidrodinamico promedio de 3.4 nm + 0.4 (Figuras 10 y 11), que coincide muy bien con
los valores obtenidos para esta proteina en su estado monomérico tanto por DLS y como

por otras técnicas como resonancia magnética nuclear [61].
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Figura 10. Grafica de
DLS de a-sinucleina a
20 uM. En el eje X se
muestra el radio medio
(medido en nandmetros,
nm) + desviacion tipica
y, en el eje Y, el
porcentaje de masa
media. La proteina esta
en su mayoria no

agregada (barra roja).

Asimismo, en la siguiente figura (Figura 11), mostramos una medida del radio

hidrodinamico y porcentaje en masa que

realiza el equipo de DLS.
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Figura 11. Datos obtenidos de una medida de DLS de la a-sinucleina a 20 uM. En la gréfica se muestra el

radio medio (medido en nanémetros, nm) en el eje X'y, el porcentaje en masa de las diferentes especies, en

el eje Y. Se observa esencialmente un pico correspondiente a la forma monomérica de la proteina.
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Cuando los diferentes compuestos fueron analizados, se observaron compuestos
que presentaban concentraciones significativas de compuesto agregado a las dos
concentraciones de estudio (més del 10% de la concentracién total de compuesto se
encuentra agregado, siendo las dos concentraciones de estudio 100 y 300 pM). Es el caso
del alexidine dihidroclorico (Figura 12). En otros casos, se observd agregacion
significativa a 300 uM pero no a 100 uM, como es el caso de SynuClean-D y el acido
félico (Figura 13). Por ultimo, se encontraron compuestos que no mostraban agregacion
significativa a ninguna de las concentraciones analizadas, como es el caso de la
quercitina, benzobromarona, 6° compuesto, colato sodico y lanosterol (Figura 14). En
todas las figuras se han calculado los valores medios del radio y el porcentaje en masa

teniendo en cuenta de 15 a 20 medidas.
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Figura 12. Resultados del
analisis por DLS de 300 uM
(A) y 100 pM (B) de
alexidine dihidroclorico +

20 uM de a-sinucleina.

En ambos casos, la mayoria
de la masa de especies
detectada corresponde a
agregados de compuesto
que en todos los casos a
estas concentraciones y
condiciones de estudio,
supone mas del 20% de
compuesto agregado; en
algunos  casos incluso
practicamente la totalidad

del compuesto
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A 300 pM de é&cido folico
(A), el 42% de la masa de
especies detectadas
corresponde al compuesto
agregado, mientas que el
58%

sinucleina

corresponde a -
monomérica
(barra roja); lo que supone
una  concentracion  de
compuesto
estimada de ca. 15%. A 100
UM de acido félico (B), el

porcentaje en

agregado

masa de
compuesto agregado
detectado baja al 20%, lo
que supone una
concentraciond e compuesto
agregado estimada de ca.

5%.
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Figura 14. Resultados del
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sinucleina. En el eje X se
muestra el radio  medio
(medidio en nanémetros, nm) *
desviacion tipica y, en el eje X,

el porcentaje de masa media..

El compuesto se encuentra
esencialmente en forma no
agregada (concentracion menor
al 5% en el peor de los casos) a
las dos concentraciones
analizadas, ya sélo se detecta de
forma muy mayoritaria o-

sinucleina a 20 uM.

Este andlisis se repitio tras la incubacién de los compuestos a 37 °C por dos dias

en presencia de una bola de teflon en idénticas condiciones a las que se utilizan en los

experimentos de agregacion de a-sinucleina y no se vio un cambio de comportamiento

con respecto a las muestras iniciales antes de incubar (Tabla 2). Las concentraciones de

compuestos donde se identificaron concentaciones de compuesto agregado igual o mayor

al 10% de la concentracion de compuesto total fueron descartadas para su utilizacion en

los experimentos de inhibicion.
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Tabla 2. Estimacion del rango de concentraciones de compuesto en las condiciones de medida en el que los

agregados de compuesto suponen menos del 10% de la masa de la proteina.

Compuestos A tiempo inicial de la Después de 2 dias de

incubacion incubacion

Quercitina <300 uM <300 uM
Benzobromarona <300 uM <300 uM
Acido félico <100 pM <100 pM
SynuClean-D <100 puM <100 pM
Alexidine dihidroclérico <50 pM <50 pM
6° compuesto <300 pM <300 pM
Colato de sodio <300 uM <300 puM
Lanosterol <300 uM <300 uM

En vista a estos resultados, se descartd el alexidine dihidroclérico para realizar
posteriores experimentos de cinéticas de inhibicién, de la misma forma que se escogieron
las concentraciones de 300 UM para quercitina, benzobromarona, 6° compuesto, colato
sodio y lanosterol y, de 100 uM, para SynuClean-D y &cido félico. En todas las medidas
de todas las muestras, el porcentaje de polidispersidad estimado por el equipo fue menor
del 15% (%Pd<15%), de modo que la estiamcién de los radios hidrodindmicos

asumiendo que las especies son esféricas es aceptable.

5.3 Estudio de la inhibicion de la agregacion de a-sinucleina mediante cinéticas de

agregacion

Una vez realizado el estudio de la estabilidad de los compuestos, se realizaron los

estudios de la cinética de agregacion de a-sinucleina a una concentracion de proteina de
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50 uM, en presencia de los distintos compuestos a 300 uM, 100 uM o 50 UM de

concentracion siguiendo los cambios de la intensidad de fluorescencia de ThT.

Las cinéticas de agregacion en presencia de compuesto siguen una curva sigmoidea
similar a la cinética del control [40] en la que en algunos casos vemos una aceleracion
aparente de la agregacion, como en el caso de la benzobromarona o SynuClean-D; en este
ultimo caso fuera de todo lo esperado, ya que se esperaba que inhibiera la agregacion
[48]. En la figura 15 se muestra una curva representativa (N=3-6; ver reproducibilidad de
las curvas por cada condicidon en los Anexos, Figuras Al-A7) para cada uno de los
compuestos analizados a la maxima concentracion usada (que varia de acuerdo al analisis
previo de las estabilidades de los compuestos por DLS) en microplacas de PS con
recubrimiento de PEG (muy hidrofilicas) y que, por tanto, no favorecen la union de la
proteina a las paredes del pocillo (de ahi que se las denomine también “low-binding”,

“con baja union”, traducido del inglés).
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* (+) a-sinucleina 50 uM

*  (-) a-sinucleina 50 pM

40 4

48 72 96

Tiempo (horas)

Figura 15. Cinética de agregacion en microplaca PS recubierta de PEG. Se compara el porcentaje de

36



fibras de a-sinucleina con el tiempo de incubacién con quercitina, colato sddico, benzobromarona, 6°
compuesto y lanosterol a 300 uM y, SynuClean-D y &cido félico, a 100 uM.

A diferencia del resultado obtenido para SynuClean-D, se observé una inhibicion

significativa y clara del compuesto quercitina en la agregacion de a-sinucleina.

Con el fin de analizar si el uso de placas "non-binding” pudiese alterar el
comportamiento de SynuClean-D, decidimos reproducir el experimento con el mismo
tipo de microplacas y condiciones que se usaron en anteriores estudios [44, 48], con la
excepcion de que en nuestros experimentos se realizan en quiescencia y en los
anteriormente publicados agitan de forma vigorosa y continuamente la solucion de
proteina. Asi, se procedi6 a ensayar la inhibicion de la agregacion de o-sinucleina en
presencia de SynuClean-D a concentracion de 100 uM y de quercitina a 300 uM en
microplacas de PS, por lo tanto de material hidrofobo. Asimismo, se incubaron fibras ya
formadas en presencia de SynuClean-D para comprobar si el compuesto las desagregaba
como se ha visto anteriormente [48]. En estos experimentos, también se incluyeron
muestras con quercitina a 300 uM con el fin de analizar su efecto sobre la agregacion de
a-sinucleina cuando los experimentos se realizan en placas con propiedades diferentes
(Figura 16). En estos experimentos, también se incluyeron muestras con quercitina a 300
UM con el fin de analizar su efecto sobre la agregacion de a-sinucleina cuando los

experimentos se realizan en placas con propiedades diferentes.
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Figura 16. Cinética de agregacion en microplaca hidréfoba. Se compara el porcentaje de fibras de o-
sinucleina que se forman durante 96 horas de incubacién con quercitina a 300 pM y SynuClean-D a 100 puM.

Ademaés, se muestra el porcentaje de fibra desagregada al ser incubada con SynuClean-D a 100 uM.

A pesar de la utilizacién del mismo tipo de microplacas usadas en Pujols et al.
[48], no se observo un efecto inhibitorio de SynuClean-D en la agregacion de la proteina,
ni en la estabilidad de las fibras pre-formadas. En contra, se vio que la quercitina tenia un
efecto inhibitorio significativo, incluso aparentemente mayor que cuando se usaron placas
recubiertas de PEG. Es sabido y reconocido que las superficies, particularmente las
superficies hidrofobicas, influyen en la agregacion de a-sinucleina [29, 62],
particularmente en la nucleacién primaria, [63], por lo que podemos afirmar que el
contenedor donde se llevan a cabo las cinéticas de inhibicion in vitro puede influir en

gran medida en el proceso cinético de agregacion de a-sinucleina, como hemos podido
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observar en este estudio. Por este motivo, aparte de los dos tipos anteriores de

microplacas utilizadas para estudiar las cinéticas de agregacion, incluimos un tercer tipo,

las microplacas de PS con recubrimiento de vidrio. En la siguiente figura (Figura 17) se

muestran las curvas de las cinéticas de agregacion de a-sinucleina en presencia de 300,

100 y 50 uM de quercitina obtenidas en una microplaca de 96 pocillos de PS recubierta

de PEG (panel A) y una comparacion de los efectos del compuesto a la méxima

concentracion analizada (300 uM) en microplacas de recubrimiento hidréfobo y en

microplacas con recubrimiento de PEG y con recubrimento de vidrio, respectivamente

(Figura 17, panel B).
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Figura 17. Comparaciéon de
cinéticas de agregacion en
presencia de quercitina en
microplaca recubierta de PEG a
diferentes  concentraciones  del
compuesto  (panel  A)  (ver
cuantificacién de rendimientos de
formacion de fibra al final de la
reaccion en Anexo, figura A8); y
en presencia de quercitina a 300
MM utilizando microplacas de un
material hidrofébico, recubiertas
de PEG, o recubiertas de vidrio

(panel B).
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En la figura 17, panel B, se aprecia que la microplaca que mas retrasa la formacion de
fibra en presencia de quercitina 300 uM es la placa hidrofoba, mientras que en las dos
placas hidrofilas (vidrio y PEG) se tarda mucho menos tiempo en alcanzar porcentajes de
formacion de fibra similiares a las alcanzadas al final de la fase de crecimiento en las
placas hidrofobas. De hecho, el rendimiento final de la formacion de fibras parece que
depende del tipo de placa utilizada, siendo de entorno el 70% (ver figura A8, en Anexos)
cuando se utilizaron las microplacas hidrofobas o de recubrimiento de PEG o
significativamente superior cuando se utilizaron microplacas aunque este analisis sobre la
comparacion del rendimiento final de formacion de fibras en funcion del tipo de placa
usada en las agregaciones es prelimiar y requiere la realizacion de un mayor namero de
réplicas para tener resultados robustos y concluyentes. En todo caso, en este estudio es
claro el papel inhibitorio de la agregacion de a-sinucleina por el compuesto quercitina,
aunque como agente que retrasa la cinética de agregacion mas que como agente que

inhibe la formacién de agregados.

5.4 Caracterizacion de la estructura de las fibras

Se tomaron muestras de los agregados formados en las cinéticas de agregacion con
ThT en microplaca de PS para hacer un estudio de su estructura secundaria por FT-IR con
el objetivo de estimar la cantidad de estructura en lamina 3 de los agregados. Las fibras
amiloides tienen una banda caracteristica de ldamina B intermolecular que suele aparecer
la region entre 1625-1615 cm™ con un contenido en este tipo de estructura para las fibras
amiloides de a-sinucleina de en torno a 60% [60, 64]. Cuando se analizaron los espectros
de FT-IR de los agregados obtenidos en presencia de los diferentes compuestos se
observaron espectros muy similares al espectro de fibras amiloides de a-sinucleina en
ausencia de compuesto, indicando que los compuestos no han inhibido la formacion de
fibras amiloides en las condiciones analizadas, ni han modificado significativamnete su
estructura. Es de resaltar que la quercitina a 300 puM, aunque hemos observado que
retrasa la agregacion de la proteina, no cambia de forma significativa la estructura
secundaria de los agregados de proteina formados después de 5-7 dias de incubacion de la

proteina en las placas de PS con recubrimiento de PEG (Figura 18).
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6. DISCUSION

En este estudio hemos observado que la quercitina, un flavonoide presente en frutas,
verduras y vino, es el unico de todos los compuestos analizados que retrasa la formacion
de fibras amiloides de a-sinucleina cuando la agregacion de la proteina se inicia a través
de la superficie de teflon presente en la solucion. Para estimar el contenido de lamina 3 de
las fibras amiloides, que es su estructura caracteristica, se utilizO espectroscopia de
infrarrojo. Comparamos la estructura secundaria de los agregados de proteina generados
en presencia de quercitina con las generadas en su ausencia y se vio que la composicion
de los agregados es muy similar. EI mismo comportamiento se encontré con los
agregados generados en presencia de otros compuestos que no retrasan la agregacion,
como el acido folico o SynuClean-D. De este modo, se puede afirmar que la quercitina a
300 uM no es un completo inhibidor de la agregacién amiloide, si no que retrasa los
procesos iniciales. En este estudio se ha utilizado la forma oxidada de la quercitina, que
se ha publicado previamente que tiene un efecto mayor que la forma reducida, dado que
en la forma oxidada se eleva la hidrofilia de las proteinas y aumenta el potencial inhibidor
de la agregacion de fibras [47]. Por otro lado, se han estudiado previamente el efecto de
otros flavonoides como inhibidores de la agregacion de a-sinucleina, como son la
baiacaleina o el epigalocatequina galato (EGCG) y se vio que éstos eran mucho mas
potentes que la quercitina [27]. Por tanto, parece que existe un efecto general de los
flavonoides en la agregacion de a-sinucleina, aunque la actividad especifica de cada tipo
de flavonoide parece cambiar ya que mientras la baicaleina induce la formacion de
agregados muy grandes que no adquieren la conformacion amiloide [65], el EGCG actla
a nivel de los primeros oligobmeros de a-sinucleina, atrapando una conformacion
oligomérica de pequefio tamafio y con estructura desordenada [15]. En cambio la
quercitina, como hemos visto en este estudio, retrasa las primeras etapas de la agregacion
aunque el producto final son fibras amiloides similares en estructura a las formadas en

ausencia de compuesto.

Por otro lado, en contra de lo descrito en la literatura [44, 48], no hemos observado ni
inhibicion de la agregacion de a-sinucleina por el compuesto SynuClean-D, ni actividad

desagregante de fibras pre-formadas. No podemos explicar en este punto la razon de la
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discrepancia, pero en principio deberia estar relacionada con la Unica diferencia aparente
entre las condiciones experimentales utilizadas que es la diferencia en la agitacion
vigorosa de los experimentos realizados en Pujols et al [44, 48] en contra de los

experimentos sin agitacion, en quiescencia, realizados en este estudio.

En tercer lugar, tampoco se vio que el resto de compuestos (benzobromarona, acido
folico, 6° compuesto, colato de sodio y lanosterol) mostraran efecto inhibitorio en la
formacion de fibra amiloide de a-sinucleina. No obstante, se ha visto que la
benzobromarona y el &cido folico, junto con la quercitina, inhiben la agregacion de la
amilina, un péptido encargado de regular la cantidad de glucosa presente en sangre, y
cuya agregacion tiene lugar en la diabetes mellitus tipo 1l [50]. Ademas, el 6° compuesto
inhibe la agregacion del péptido B amiloide, involucrado en la formacion de placas
seniles extracelulares, caracteristicas del Alzheimer [49]. Estos compuestos, por tanto,
podrian ser especificos del tipo de proteina o péptido amiloidegénico. Otro compuesto
que se identificé como inhibidor de péptido p amiloide es el alexidine dihidroclérico [49]
que no fue analizado en las cinéticas de agregacién al no ser estable en las condiciones

experimentales utilizadas en este estudio.

Es relevante comentar que mientras se ha demostrado una actividad inhibitoria
importante para la escualamina [51-53], el lanosterol, que es el precursor natural de este
compuesto, no posee dicha actividad, por lo que parece que la cadena de espermidina
ausente en el lanosterol y presente en la escualamina juega un papel esencial en la
actividad inhibitoria de este ultimo compuesto. En estudios anteriores se estudid la
capacidad inhibitoria de la espermidina y se vio que actda a nivel de monémero de a-
sinucleina, uniéndose a la region C-terminal cargada negativamente a través de las cargas
positivas de la espermidina y rompiendo, asi las interacciones electrostaticas
intramoleculares de larga distancia que se postulan como clave para evitar el inicio del

auto-ensamblaje la proteina [35].

Por ultimo, en este estudio se ha puesto de manifiesto la relevancia de los protocolos
experimentales en el analisis de posibles efectos de moléculas en la agregacion amiloide

de a-sinucleina. Por un lado, y a diferencia de una mayoria de estudios sobre efectos de
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compuestos en la actividad de una proteina, hemos estudiado la estabilidad de los
compuestos de estudio en las condiciones de ensayo. De este modo, se ha hecho una
estimacioén de las concentraciones de compuesto en las que la proteina no forma
agregados y asi estar lo mas seguros posible de que el compuesto se une a la proteina en

forma monomérica y no en una forma agregada de compuesto.

Por otro lado, respecto a las condiciones experimentales de las cinéticas, hemos visto
la influencia del “contenedor” de las muestras de proteina en las cinéticas de agregacion
de a-sinucleina. En concreto, se ha visto que el material del que est& hecho el contenedor
y gue esta en contacto con la solucion de proteina influye en las cinéticas de agregacion y
en los efectos de los inhibidores en este proceso. Asi, la quercitina a 300 uM retrasa la
cinética hasta 12 horas mas en la microplaca hidréba en comparacion con las microplacas
de recubrimiento hidrofilo (vidrio y PEG). Las placas de PS recubiertas de PEG (placas
“low-binding” generalmente utilizadas en estudios de cinéticas de agregacion de a-
sinucleina) solamente retrasan la formacién de fibras que, al sexto dia de agregacion, no
muestra diferencias aparentes con las fibras formadas en ausencia de compuesto (aunque
estas fibras permanecen en equilibrio con alrededor de 35% de mondmero; por tanto el
rendimiento de formacion de fibras baja de mas del 95% en ausencia de compuesto a
aprox. 65% en presencia de quercitina a 300 uM en placas de PS recubiertas de PEG). Ya
que las superficies hidrofdbicas se han visto particularmente relevantes en la nucleacion
primaria de a-sinucleina, los estudios sobre las cinéticas de agregacion de esta proteina
no deberian realizarse en placas o contenedores de materiales hidrofébicos como las
placas de PS. Por otro lado, en este estudio hemos visto que las agregaciones de a-
sinucleina y en concreto el efecto de la quercitina en las cinéticas de agregacion de a-
sinucleina se ven influenciadas por materiales que se suponian inertes (placas “low-
binding”) por lo que habria que analizar en mas profundidad estos efectos. Ya que se ha
visto en el grupo en el que se realizo el estudio, que el recubrimiento de PEG tiene
efectos en la capacidad de autoensamblaje de a-sinucleina y dado los resultados
obtenidos en este estudio, es necesario realizar mas experimentos para ver qué tipo de
placa hidréfila (PEG o vidrio) es mas adecuada para estudiar el efecto inhibitorio de la

quercitina. Tras caracterizar las fibras de proteina formadas tras la incubacion con
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quercitina por espectroscopia de infrarrojo concluimos que no hay diferencias

significativas con la proteina incubada en ausencia del compuesto.
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7. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Hemos estudiado la estabilidad de los ocho compuestos candidatos mediante DLS y
hemos establecido el rango éptimo de concentraciones de compuesto adecuado para

su analisis en las cinéticas de agregacion de a-sinucleina.

De todos los compuestos estudiados, la quercitina es el Unico capaz de retrasar la

formacion de agregados amiloide en a-sinucleina.

El tipo de microplacas influye en el rendimiento de la cinética de agregacion de a-

sinucleina incubada con quercitina a 300 uM.

No se ha observado a ningin compuesto inhibir completamente la formacion de fibra,

ni en atrapar conformaciones oligoméricas intermedias en nuestros experimentos.

We have studied the stability of the eight compound candidates through DLS and
have established an optimum concentration range adequate for the aggregation

kinetics with a-synuclein.

Among all the compounds analysed, quercetin is the only one able to delay the a-

synuclein aggregation.

The coating of microplates has an important effect on the yielding of a-synuclein

aggregation reaction when incubated with 300 uM quercetin.

None of the eight compounds has been reported to inhibit a-synuclein aggregation

thoroughly or trap any oligmeric intermediate in our experiments.
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ANEXOS
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Figura Al. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de querctina a 300,
100 y 50 pM en microplaca
con recubrimiento de PEG

durante 96 horas.

Figura A2. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de
benzobromarona a 300, 100
y 50 pM en microplaca con
recubrimiento de PEG

durante 72 horas.
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Figura A3. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de 6° compuesto a
300, 100 y 50 pM en
microplaca con recubrimiento
de PEG. Se representa el
porcentaje final de fibra

durante 160 horas.

Figura A4. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de colato de sodio
a 300, 100 y 50 puM en
microplaca con recubrimiento
de PEG. Se representa el
porcentaje final de fibra

durante 160 horas.
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Figura A5. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de lanosterol a 300,
100 y 50 puM en microplaca
con recubrimiento de PEG. Se
representa el porcentaje final
de fibra durante 135 horas.

Figura A6. Triplicados de la
curva sigmoidea de la cinética
de la agregacion de la a-
sinucleina a 50 pM en
presencia de acido félico a
100 y 50 pM en microplaca
con recubrimiento de PEG. Se
representa el porcentaje final

de fibra durante 160 horas.
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120 - Figura A7. Triplicados de la
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Figura A8. Gel utilizado para calcular el rendimiento en cada condicion de agregacion.
En la imagen se observan triplicados de a-sinucleina a 50 uM incubada con quercitina a 300, 100 y 50 uM.
Se calcula el porcentaje de monémero restante al final de reaccion de agregacion, con respecto a un control

positivo de proteina en su forma monomérica. Conocido este porcentaje de monémero al final de la
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reaccion, podemos obtener el rendimiento de fibra obtenido. Este procedimiento se ha seguido para
calcular los rendimientos de todas las cinéticas de agregacion llevadas a cabo en este trabajo. Electroforesis
SDS-PAGE 15% acrilamida. Calles 1-3: a-sinucleina 50 uM incubada con quercitina 300 puM; calles 5-7:
a-sinucleina 50 pM incubada con quercitina 100 puM; calles 9-11: a-sinucleina 50 uM incubada con

quercitina 50 pM; calles 4, 8 y 12: a-sinucleina 50 uM (control +). PM: marcador de peso molecular.
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