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Resumen: Uno de los retos mas relevantes en el ambito de la neurobiologia es entender y
caracterizar completamente los mecanismos responsables de la formacién, mantenimiento y
modificacion de la sinapsis. La aplicacién de procedimientos inmunolégicos a estudios sobre
las sinapsis requiere el uso de anticuerpos lo mas puros y especificos posibles. Utilizando
anticuerpos monoclonales derivados de la tecnologia del DNA recombinante; se aseguraria la
produccion de un Unico anticuerpo molecularmente definido y representaria una
herramienta sumamente util en este campo.

A diferencia de los anticuerpos policlonales que requieren la inmunizacién de animales y de
los anticuerpos monoclonales que se producen utilizando tecnologias tradicionales basadas
en hibridoma, estos anticuerpos son generados in vitro utilizando DNA plasmidico. Esto hace
que esta tecnologia sea interesante desde tres puntos de vista: se cumple el reemplazo, uno
de los ejes basicos del concepto de proteccidon animal en investigacidn; se reducen costes y
tiempo de produccion, ya que no es necesario producir ni mantener hibridomas; y se aumenta
la reproducibilidad. Ademas, un anticuerpo recombinante puede convertirse facilmente en
una especie, isotipo o subtipo diferente. Este aspecto es muy relevante, ya que los procesos de
humanizacién de anticuerpos se basan en la tecnologia del DNA recombinante.

El presente trabajo plantea la optimizacién de un protocolo de produccién y la caracterizacion
de cinco anticuerpos monoclonales recombinantes capaces de reconocer proteinas que
funcionan como marcadores neuronales y de las conexiones sindpticas. Asi pues, se describe
un protocolo para la produccién de dichos anticuerpos, y su validaciéon para su correcto
funcionamiento en neurobiologia.




Titol: Anticossos recombinants com a eines en neurobiologia: producci6 i caracteritzacié
d'anticossos monoclonals recombinants per a detectar proteines sinaptiques.

Paraules clau: Neurobiologia, anticds, DNA recombinant, neurona, immunocitoquimica,
sinapsi, anticossos recombinants.

Resum: Un dels reptes més rellevants en l'ambit de la neurobiologia és entendre i
caracteritzar completament els mecanismes responsables de la formacid, manteniment i
modificacié de la sinapsi. L'aplicacié de procediments immunoldgics a estudis sobre les
sinapsis requereix 1'is d'anticossos el més purs i especifics possibles. Utilitzant anticossos
monoclonals derivats de la tecnologia del DNA recombinant; s'asseguraria la producci6 d'un
unic anticos molecularment definit i representaria una eina summament util en aquest camp.

A diferéncia dels anticossos policlonals que requereixen la immunitzacié d'animals i dels
anticossos monoclonals que es produeixen utilitzant tecnologies tradicionals basades en
hibridoma, aquests anticossos son generats in vitro utilitzant DNA plasmidic. Aixo fa que
aquesta tecnologia siga interessant des de tres punts de vista: es compleix el reemplagament,
un dels eixos basics del concepte de proteccié animal en investigacié; es redueixen costos i
temps de produccié, ja que no és necessari produir ni mantindre hibridomes; i s'augmenta la
reproductibilitat. A més, un anticds recombinant pot convertir-se facilment en una espécie,
isotip o subtipus diferent. Aquest aspecte és molt rellevant, ja que els processos
d'humanitzaci6 d'anticossos es basen en la tecnologia del DNA recombinant.

El present treball plantejaI'optimitzacié d'un protocol de produccid ila caracteritzaci6 de cinc
anticossos monoclonals recombinants capagos de reconéixer proteines que funcionen com a
marcadors neuronals i de les connexions sinaptiques. Aixi doncs, es descriu un protocol per a
la producci6 d'aquests anticossos, i la seua validacié per al seu correcte funcionament en
neurobiologia.




Title: Recombinant antibodies as tools in neurobiology: production and characterization of
recombinant monoclonal antibodies to detect synaptic proteins.

Keywords: Neurobiology, antibody, recombinant DNA, neuron, immunohistochemistry,
synapses, recombinant antibodies.

Abstract: One of the most relevant challenges in the field of neurobiology is to fully
understand and characterize the mechanisms responsible for the formation, maintenance,
and modification of synapses. The application of immune procedures to studies on synapses
requires the use of antibodies as pure and specific as possible. Using monoclonal antibodies
derived from recombinant DNA technology; would ensure the production of a single
molecularly defined antibody and would represent a very useful tool in this field.

Unlike polyclonal antibodies that require immunization of animals and monoclonal
antibodies produced using traditional hybrid-based technologies, these antibodies are
generated in vitro using plasmid DNA. This makes this technology interesting from three
points of view: replacement is achieved, one of the basic axes of the concept of animal
protection in research; costs and production time are reduced, as there is no need to produce
or maintain hybridomas; and reproducibility is increased. In addition, a recombinant
antibody can easily become a different species, isotype, or subtype. This aspect is very
relevant, as antibody humanization processes are based on recombinant DNA technology.

The present project proposes the optimization of a production protocol and the
characterization of five recombinant monoclonal antibodies capable of recognizing proteins
that function as neural and synaptic connections markers. Thus, a protocol for the production
of such antibodies is described, as well as their validation for their proper functioning in
neurobiology.
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1. INTRODUCCION

En esta introduccioén, se abordara el concepto de anticuerpo desde su descubrimiento hasta los
avances mas recientes, pasando por sus aplicaciones en el ambito médico y en la investigacién
cientifica. Estas macromoléculas, gracias a su especificidad y afinidad a sus antigenos, asi como a
la posibilidad de ser manipulados fuera de los sistemas vivientes; son una de las herramientas
mas utilizadas en Biotecnologia y Biologia Molecular, ademas de constituir el elemento clave para
el diagnéstico y tratamiento de una gran variedad de enfermedades.

1. 1. ROL DE LOS ANTICUERPOS EN EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune de los animales vertebrados combate los elementos extrafios (antigenos) que
pueden causar enfermedades, tales como bacterias y virus, usando anticuerpos (o
inmunoglobulinas, abreviado Ig). Los anticuerpos son proteinas que se unen a los antigenos de
manera tan estrecha y especifica que pueden identificar un solo antigeno objetivo en una mezcla
compleja de diferentes moléculas (WEIS-GARCIA Y CARNAHAN, 2017; ANDREWS et al., 2019). Estas
proteinas son sintetizadas por los linfocitos B y por células plasmaticas derivadas de ellos, y estan
presentes en la sangre (en el plasma sanguineo) y en otros fluidos biologicos (en lagrimas,
secrecion mucosa intestinal, saliva, liquido sinovial, liquido intersticial, etc.) (ANDREWS et al.,
2019). En el plasma se encuentran dentro de la fraccién de las gamma globulinas y forman parte
de la respuesta inmunolégica adaptativa, en lo que se conoce como respuesta humoral especifica
(CHEN etal, 2018). Los anticuerpos tienen una vida media en el organismo humano relativamente
larga, de varias semanas, constituyendo una defensa muy eficaz contra agentes patogenos.
Ademas, son muy versatiles y presentan diversas funciones bioldgicas. Por un lado, participan en
la neutralizacién de toxinas, bacterias y virus. Por otro lado, llevan a cabo la opsonizacidn, es
decir, facilitan la fagocitosis por parte de los neutréfilos de bacterias que poseen capsula o
envoltura (WOOTLA et al., 2014; CHEN et al., 2018). Asimismo, intervienen en la activacién del
sistema del complemento, uno de los componentes fundamentales de la respuesta inmunitaria.
El sistema del complemento estd formado por aproximadamente veinte glucoproteinas que se
encuentran en el suero y otros liquidos organicos de forma inactiva, y que, al activarse de forma
secuencial, desencadenan una serie de cascadas bioquimicas que potencian la respuesta
inflamatoria, facilitan la fagocitosis y provocan la lisis de las células diana (W0OTLA et al., 2014).
Finalmente, los receptores Fc gamma (FcyR) también juegan un papel importante en la respuesta
inmunitaria. Un FcyR es una proteina que se encuentra en la superficie de ciertas células,
incluidos, entre otros, linfocitos B, células dendriticas foliculares, células NK (Natural Killer),
macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, basofilos, plaquetas y mastocitos. Aunque se sabe que
anticuerpos y FcyRs interaccionan y trabajan juntos para regular estrechamente las funciones de
las células efectoras, todavia se estd investigando cémo funciona en detalle este sistema
(VIDARSSON et al., 2014; BOURNAZOS et al., 2017; EGLI et al., 2019).

El descubrimiento y la caracterizacion de los anticuerpos tienen una larga historia, que es la de la
propia inmunologia, y se remonta hasta finales del siglo XIX. En esa época, los microbidlogos
estudiaban sobre todo los mecanismos de defensa del organismo contra los agentes microbianos,
y en particular contra las toxinas bacterianas. En 1890, Emil von Behring y Shibasaburo Kitasato
descubrieron la antitoxina del tétanos; y demostraron que el suero de conejos inmunizados con
toxina tetanica podia tener un efecto profilactico. Averiguaron que, cuando un animal recibia
inyecciones de suero sanguineo de otro animal infectado con la enfermedad, lo protegia del
tétanos, sentando asi las bases de la inmunidad humoral (WO0OTLA et al., 2014; KAUFMANN, 2017).
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Animado por este hallazgo, von Behring aplicé con éxito esta estrategia para tratar la difteria en
nifios. Por este descubrimiento, que condujo a una reduccién enorme de la difteria, en 1901 von
Behring recibi6é el primer Premio Nobel de Fisiologia o Medicina. Su trabajo abrié nuevas
fronteras en la investigacion médica, usando la terapia con suero mediante para tratar una amplia
gama de enfermedades infecciosas, ademas de alergias y diversos tipos de cancer. Mas adelante,
se descubrié que el suero obtenido de personas recuperadas de enfermedades infecciosas era
mas efectivo que el suero animal (W0OTLA et al,, 2014). En 1918, Nicolle y Conseil, dos médicos
franceses, comunicaron el éxito obtenido en la profilaxis del sarampién utilizando el suero de
convalecientes de dicha enfermedad (NICOLLE Y CONSEIL, 1918).

En 1920, Degkwitz informo6 del éxito de la inmunizacidn pasiva contra el sarampién en mas de
700 pacientes, lo que desperté un mayor interés en el suero humano. Casi dos décadas después,
en 1938, Tiselius y Kabat descubrieron que los anticuerpos son globulinas que se encuentran en
la fraccibn gamma del suero (las gammaglobulinas son mayoritariamente Igs), lo que estimulé el
desarrollo de los métodos de fraccionamiento del suero (TISELIUS Y KABAT, 1938). Es en 1944
cuando Cohn consigue aislar fracciones de suero ricas en gammaglobulinas utilizando etanol frio,
y dichas fracciones se utilizaron en la Segunda Guerra Mundial con el propoésito de prevenir el
sarampion y la hepatitis. En sintesis, el descubrimiento de Tiselius y Kabat provocé el desarrollo
de los medios necesarios para usar anticuerpos policlonales en el entorno clinico (WO0OTLA et al.,
2014). Inicialmente, las preparaciones de inmunoglobulinas se administraban por via
intramuscular, pero el volumen de inyecciéon quedaba muy limitado; por lo que se comenzaron a
preparar inmunoglobulinas para infusién endovenosa (IgEV). Estas nuevas preparaciones
presentaban efectos indeseables relacionados con las técnicas de fraccionamiento, porque se
formaban complejos o agregados de IgGs que desencadenaban respuestas anafilactoides en el
paciente tras la IgEV. A partir de 1980, los avances en los métodos de fraccionamiento,
purificaciéon y ultrafiltracion permitieron evitar los agregados de IgGs, resolviendo asi este
problema (SORENSEN et al., 1984).

1. 2. ESTRUCTURA DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos son glucoproteinas del tipo gamma globulina en forma de Y (Figura 1). La
estructura general de todos los anticuerpos es muy similar, pero una pequeia regiéon de la
proteina es enormemente variable, y esta es la razon de la existencia de millones de anticuerpos,
cada uno sutilmente distinto. A esta parte de la proteina se la conoce como region hipervariable.
Cada una de estas variantes se puede unir a un antigeno distinto y esto permite al sistema inmune
combatir una variedad practicamente infinita de agentes patégenos (WEIS-GARCIA Y CARNAHAN,
2017). La parte del antigeno reconocida por el anticuerpo se denomina epitopo, mientras que la
secuencia de aminoacidos del anticuerpo que se unen a un determinado epitopo conforma lo que
se denomina paratopo, y consta de 5 a 10 aminoacidos (ANDREWS et al., 2019). Los anticuerpos,
por lo general, consisten en cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas ligeras (de
aproximadamente 25 kDa cada una) y dos cadenas pesadas mas largas (de aproximadamente 50
kDa cada una) unidas por uno o varios puentes disulfuro (Figura 1). Cada cadena ligera se pliega
para formar dos dominios, uno variable (VL) y otro constante (CL). Cada cadena pesada se pliega
para formar cuatro o mas dominios, uno variable (VH) y tres o mas dominios constantes (CH1,
CH2 y CH3 enla Figura 1). Los dominios VL y CL de una cadena ligera se asocian con los dominios
VH y CH1 de una cadena pesada para formar un fragmento de unién al antigeno (Fab). Dos Fabs
forman los brazos de la estructura en forma de Y del anticuerpo. Los dominios constantes
restantes de cada cadena pesada (CHZ y CH3) se unen para formar el asta de la Y, constituyendo



el fragmento cristalizable o constante (Fc) (DUNBAR et al, 2013; MA Y O’KENNEDY, 2015). Las
cadenas pesadas presentan regiones bisagra entre CH1 y CH2 (Figura 1) que dotan de flexibilidad
a los anticuerpos para interaccionar con la molécula antigénica (W0OOF Y BURTON, 2004).

Region
variable

Union a antigeno Union a antigeno

Bisagra

Activacion de
complemento

Unién a células

COOH

Figura 1. Estructura de un anticuerpo. Se pueden observar las cadenas ligeras (L) y pesadas (H) con sus regiones variables
(VL, VH) y constantes (CL, CH1, CH2, CH3); asi como las regiones bisagra de las cadenas pesadas. Los puentes disulfuro intra
e intercatenarios se encuentran representados con lineas discontinuas. La unidn al antigeno se da en los dominios VH/VL,
mientras que las funciones efectoras estan mediadas por el fragmento Fc (fragmento constante o cristalizable), el cual forma
parte de la cadena pesada (CH). Fab: fragmento de unidn al antigeno (GARrcia, 2011).

La mayor parte de la cadena pesada y aproximadamente la mitad de la cadena ligera estan
constituidas por dominios constantes, y estos son los que definen el isotipo particular de un
anticuerpo, mientras que las cadenas ligeras existen en dos formas o isotipos, kappa (k) y lambda
(A) (TOWNSEND et al., 2016). Asi pues, las moléculas de anticuerpo se codifican mediante tres
genes: gen de la cadena pesada, gen k de la cadena ligera y gen A de la cadena ligera (DUNBAR et
al, 2013). Un anticuerpo tipicamente tiene dos sitios de unién a antigeno idénticos, uno en el
extremo de cada region Fab (Figura 1). En ambos dominios VHy VL de la region Fab (se denomina
colectivamente fragmento variable (FV)) hay tres regiones determinantes de complementariedad
(CDR) que dotan de especificidad de unidn al antigeno al anticuerpo.: H1, H2Zy H3 en VHy L1, L.2
y L3 en VL (NORTH et al, 2011). Los residuos en cada dominio variable fuera de las CDR se
denominan regiones marco o de entramado (Fw, del inglés framework region, también puede
abreviarse como FR). Estas regiones presentan una secuencia relativamente conservada y tienen
una estructura f-sandwich (DUNBAR et al., 2013). Debido a que la secuencia de aminoacidos de
cada CDR es Unica, puede considerarse la "fingerprint" del anticuerpo, y también se les denomina
frecuentemente ‘dominios hipervariables’ (ABBAS et al, 2014). Al comprender la naturaleza y
diversidad de los paratopos especificos para antigenos asociados a enfermedades, se pueden
desarrollar anticuerpos terapéuticos disefiados racionalmente (DUNBAR et al., 2013).



La estructura de un anticuerpo refleja la estructura genémica del linfocito que lo produce. Por lo
tanto, en el genoma de los linfocitos hay partes constantes y una parte hipervariable que se
recombina, gracias a esto un anticuerpo es capaz de producir anticuerpos contra antigenos que
no existen hoy, es decir contra enfermedades nuevas (GUILBERT et al., 2020). De hecho, los loci que
codifican Igs se encuentran entre las regiones mas dinamicas del genoma humano, exhibiendo
una alta variacion alélica y de numero de copias (CNV, copy number variation). Es importante
sefialar que la variacién de la linea germinal contribuye a las diferencias en la funcién de los
anticuerpos (LIU Y LUcAs, 2003; WATSON Y BREDEN, 2012) y también se refleja en la variacion
interindividual de los repertorios primarios de anticuerpos expresados (BoybD et al, 2010), los
cuales son heredables (GLANVILLE et al., 2011).

La gran diversidad de anticuerpos existente se genera a través de procesos de recombinacion
somatica e hipermutagénesis en un set de genes variables. Los genes de las cadenas ligeras se
agrupan en 2 segmentos génicos de la regién variable: V (variable) y J (unién) y un segmento
constante (C) distinto segun se trate de cadenas x o A. Por su parte, las cadenas pesadas tienen 3
segmentos en las regiones variables: V, D (diversidad) y ], y un segmento C distinto segun el
isotipo de cada Ig. En los seres humanos, la cadena ligera x depende de una regién en el
cromosoma 2 que agrupa los segmentos V, ] y C. Los mismos segmentos génicos responsables de
la cadena A estan en el cromosoma 22. Los segmentos V, D, ] y C de las cadenas pesadas se sittian
en un area del cromosoma 14 (GARCiA, 2011). Gracias a esta enorme diversidad, un ser humano
puede producir mas de 109 moléculas de anticuerpos diferentes incluso en ausencia de
estimulacién antigénica; es lo que se llama repertorio primario o preinmune de anticuerpos
(ALBERTS et al, 2002). En vertebrados, el proceso que genera un repertorio diverso de
inmunoglobulinas es la recombinacién V(D)], un mecanismo de recombinacién genética que se
da en los locus que codifican para las cadenas pesadas de los anticuerpos. En los linfocitos B en
desarrollo, el primer evento de recombinacion tiene lugar entre un gen del segmento D y otro del
segmento ] del locus de la cadena pesada, eliminando el fragmento de DNA entre los segmentos
seleccionados. Tras esta recombinacién D-] se produce la unién con el gen V, a partir de una region
upstream del recientemente formado complejo D], para dar lugar a un gen VD] reorganizado
(BoyD et al., 2010; VIDARSSON et al., 2014) (Figura suplementaria 1 del anexo).

En cuanto a los isotipos de anticuerpos; en ratones, los isotipos de la cadena pesada son IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM. Las IgG son el isotipo mas versatil porque las regiones constantes de sus diversos
alotipos dotan a esta clase en su conjunto del espectro mas amplio de actividad biol6gica: activan
el complemento, modulan las funciones de las células efectoras y permiten que el anticuerpo
experimente transcitosis (VIDARSSON et al., 2014). Las IgG de ratén se subdividen en las subclases
o alotipos IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 (MANNING et al., 2012). En humanos existen cuatro alotipos
ligeramente diferentes para IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e [gG4) (Figura 2) y se diferencian dos isoformas
de IgA (IgA1l e IgA2) (VIDARSSON et al, 2014). Dentro de las IgGs, IgG1 tiene la mayor afinidad de
union a FcyR, seguida de IgG3, [gG2 e IgG4 (YU et al,, 2020). Una particularidad de las IgG es que,
a diferencia de los otros isotipos de anticuerpos, su estado de glucosilacién tiene un impacto
significativo en la forma en que media la funcidn efectora, presumiblemente debido a su papel en
la unién del anticuerpo-FcyR; cuando el tnico sitio de glucosilacion en la cadena pesada de la IgG
estd mutado, la proteina "sin azticar" muestra una afinidad minima o nula por el FcyR. Esto esta
basado en diversos estudios in vitro que sugieren un papel in vivo para la glucosilacién de IgG, que
se ve respaldado por el hecho de que el sitio de glucosilacién, una asparagina cerca de las regiones
articuladas del Fc, se conserva evolutivamente (DONDELINGER et al., 2018).
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Figura 2. Subclases o alotipos de las IgGs humanas. Subclases de 1gGs, longitud de la regidn bisagra y numero de puentes
disulfuro que conectan las dos cadenas pesadas. Se muestra la ubicacidn de las regiones bisagra, asi como de CH2 y CH3. Ig:
inmunoglobulina; CH: dominio constante de la cadena pesada (VIDARSSON et al., 2014).

1. 3. TIPOS DE ANTICUERPOS: MONOCLONALES Y POLICLONALES

Los anticuerpos son una de las herramientas mas importantes en Biologia Molecular. Por un lado,
en la investigacién basica se usan anticuerpos para identificar, localizar, aislar y cuantificar
proteinas especificas (GAO et al, 2018). Por otro lado, los investigadores clinicos utilizan con
frecuencia anticuerpos para dirigir un farmaco especifico (como por ejemplo un agente
quimioterapéutico) a una célula en particular (BREEDVELD, 2000). De este modo, debido a la
especificidad celular proporcionada por el anticuerpo, se puede administrar una mayor cantidad
de farmaco a la célula objetivo sin toxicidad sistémica (SANZ et al., 2005; WEIS-GARCIA Y CARNAHAN,
2017). En cualquier caso, e independientemente de la especie, tipo de célula o sistema de 6rganos
que se esté estudiando, es casi inevitable que se utilice un ensayo basado en anticuerpos en algin
momento; y la utilidad de un anticuerpo esta estrictamente vinculada a la disponibilidad del
epitopo al que se une en la técnica biotecnolédgica utilizada y a la especificidad de este (BRADBURY
etal, 2003; KOBAYASHI Y OYAMA, 2013).

En presencia de un antigeno, centenares de linfocitos B diferentes empiezan a producir
anticuerpos contra él. Un antigeno presentara diversas proteinas, y el sistema inmune puede, por
asi decirlo, escoger a cualquiera de ellas como objetivo para atacarla. Asi pues, en el suero habra
un ‘coctel’ de anticuerpos diferentes, ya que han sido generados por diferentes linfocitos, y cada
uno reconocera un epitopo diferente (NUTT et al., 2015). En base a esto, podemos distinguir entre
anticuerpos policlonales (pAbs), que reconocen multiples epitopos de un mismo antigeno, y
anticuerpos monoclonales (mAb), los cuales reconocen un solo epitopo porque han sido
producidos por un solo clon de linfocito B (W0OTLA et al.,, 2014). Es menos probable que estos
ultimos presenten reactividad cruzada porque, al reconocer un solo epitopo, lo que implica una
estructura tridimensional tnica, tienen un nivel muy significativo de especificidad (WEIS-GARCIA
Y CARNAHAN, 2017).

Los mAbs, como reconocen un solo epitopo, son mds especificos que los pAbs. Sin embargo, la
monoespecificidad de los mAbs también puede limitar su utilidad. Pequefios cambios en la
estructura de un epitopo (por ejemplo, como consecuencia del polimorfismo genético, la
glucosilacion o la desnaturalizacion) pueden afectar notablemente la funcién de un mAb (W00TLA
et al., 2014, SHEPARD et al.,, 2017). Por esta razon, los mAbs deben generarse en presencia del
estado del antigeno al que eventualmente tendran que unirse. En contraste, debido a que los pAbs
son heterogéneos y reconocen una gran cantidad de epitopos antigénicos, es menos probable que
el efecto del cambio en un niimero Unico o pequefio de epitopos sea significativo (W0OOTLA et al.,
2014). Los pAbs también son mas estables en un rango de pH amplio y a diferentes
concentraciones de sal, mientras que los mAbs pueden ser altamente susceptibles a pequefios
cambios en ambos (WOOTLA et al., 2014; ASCOLI Y AGGELER, 2018). Aun asi, las ventajas que en



determinadas ocasiones pudiere presentar un pAb frente a un mAb dependen por completo del
contexto, del uso que se le vaya a dar al anticuerpo. En cambio, las ventajas que presentan los
mAbs (y que se describiran con mayor detalle mas adelante) son intrinsecas a esta tecnologia,
independientes del uso que se les quiera dar.

Es importante tener en cuenta que predecir si en un experimento un anticuerpo funcionara
adecuadamente es relativamente dificil y la mejor manera de comprobarlo es experimentalmente
(WEIs-GARCIA Y CARNAHAN, 2017). No obstante, se pueden hacer conjeturas muy precisas teniendo
en cuenta que la disponibilidad del epitopo tiende a correlacionarse con la estructura que se ha
anticipado que la proteina presentara en el ensayo. De este modo, cuando un anticuerpo se une a
una proteina que presenta una determinada conformacién en un ensayo, es probable que lo
reconozca en otra técnica donde el antigeno estd en la misma conformacién, permitiendo
extender su uso a diferentes experimentos. Por ejemplo, si un anticuerpo funciona en un ensayo
por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) con una conformacién nativa de la proteina, es
probable que se una al objetivo en citometria de flujo, inmunoprecipitacion, cromatografia de
afinidad, cristalografia de rayos X, y posiblemente incluso in vivo; suponiendo que no haya
interacciones proteina-proteina o modificaciones post-traduccionales que bloqueen o alteren los
sitios de uni6én de anticuerpos (WEIS-GARCIA Y CARNAHAN, 2017; GAO et al., 2018). Por lo tanto, los
controles experimentales son clave para garantizar que el anticuerpo solo reconozca el objetivo
que se esta estudiando, de manera que es vital caracterizar el anticuerpo que se vaya a utilizar
antes de su uso. Para realizar controles de especificidad se pueden utilizar muestras que no
contengan el antigeno de interés (por ejemplo, células y animales knockout y knockdown) (DELIC
etal, 2018), o fuentes naturales en las que se ha comprobado que el antigeno no se expresa (WEIS-
GARCIA Y CARNAHAN, 2017).

Como se detallara mas adelante, los anticuerpos humanizados y sus derivados recombinantes,
tales como fragmentos variables monocatenarios o scFv (single-chain variable fragment), pueden
construirse en base a mAbs de ratones que han demostrado tener la actividad in vivo deseada en
estudios preclinicos (CHEN et al., 2015; TAMAKI et al., 2018).

1. 4. ANTICUERPOS MONOCLONALES

Los anticuerpos monoclonales son anticuerpos que tienen un alto grado de especificidad para un
antigeno, ya que al provenir de un solo clon de linfocito B reconocen tinicamente un determinado
epitopo. Para producirlos, se inyecta a un ratén un antigeno para inducir la produccién de
anticuerpos contra dicho antigeno. Posteriormente, se aislan los linfocitos B del bazo del ratén y
se fusionan con linfocitos B inmortales a partir de un tumor de médula 6sea (mieloma humano).
El producto de esta fusion es lo que se conoce como hibridoma. Los hibridomas se cultivan en
medio HAT (hipoxantina-aminopterina-timidina), en el que las células no fusionadas no
sobreviven, debido a que la aminopterina bloquea la sintesis de nucleétidos y estas células no
pueden sintetizar nucleo6tidos de novo. A continuacion, los hibridomas se separan y se dividen en
cultivos, para asi poder seleccionar el cultivo de hibridoma que fabrica el anticuerpo de interés
(GARCciA, 2011; SHEPARD, 2017). Los hibridomas creados pueden conservarse indefinidamente en
dimetil sulféxido y los anticuerpos monoclonales se purifican a partir de los sobrenadantes
(GARcia, 2011). Cabe mencionar que, si bien en la inmensa mayoria de los casos se inmunizan
ratones para producir hibridomas, también es posible conseguir hibridomas a partir de linfocitos
B de bazo de conejo fusionados con mieloma (PARK et al., 2016).



Los anticuerpos monoclonales fueron producidos por primera vez en la primera mitad de los afios
setenta por César Milstein y Georges Kohler en el Laboratorio de Biologia Molecular (LMB) de
Cambridge (Reino Unido), mientras investigaban los mecanismos moleculares de la generaciéon
de diversidad de los anticuerpos. Su objetivo era producir una célula B inmortal con especificidad
conocida, para asi poder analizar en detalle las mutaciones de los genes de las Igs. El trabajo de
estos investigadores fue publicado en la revista Nature en 1975 (KOHLER Y MILSTEIN, 1975) y en
1984 recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por este descubrimiento. La
trascendencia de esta técnica fue enorme, ya que por primera vez era posible disponer de
cantidades ilimitadas de anticuerpos con especificidades precisas.

El primer uso de los anticuerpos monoclonales en terapia humana fue en 1982 para el
tratamiento de un linfoma (MILLER et al., 1982). Pronto se vio que estos productos monoclonales
iniciales eran verdaderamente tutiles en ensayos de laboratorio y de investigacion y diagnéstico
de animales, pero no eran idéneos como agentes terapéuticos debido a las reacciones inmunes
del paciente contra la proteina extrafia de raton. Posteriormente, en 1984, se desarrolld la
produccién de anticuerpos monoclonales quiméricos de raton-humano para solventar este
problema (MORRISON et al, 1984); y, mas adelante, se exploraron medios para humanizarlos y
crear anticuerpos monoclonales recombinantes completamente humanos (MOUNTAIN Y ADAIR,
1992). Por quimerizaciéon entendemos la produccién de anticuerpos monoclonales en los que
solamente la regidn variable es de origen murino, y el resto de las cadenas pesadas y ligeras es de
origen humano. En los anticuerpos humanizados, las CDR de origen no humano de interés se
manipulan para que se asemejen a la regién variable de una inmunoglobulina humana con el fin
de minimizar el efecto antigénico, y se introducen en un anticuerpo humano que funciona de
scaffold (WALDMANN, 2019). De este modo, sélo son murinas las regiones hipervariables de las
cadenas ligeras y pesadas; y para generarlos se cambia el plasmido de expresion introduciendo
una secuencia humana (Figura 3). Por otro lado, determinar la composicion CDR de los
anticuerpos producidos por pacientes con trastornos autoinmunes cuando no se conocen los
antigenos tiene el potencial de facilitar un diagnéstico mas detallado y abre las puertas a un
tratamiento médico personalizado (DONDELINGER et al., 2018). Las convenciones utilizadas en la
nomenclatura de los anticuerpos monoclonales indican si son de ratén (-omab), quiméricos (-
ximab), humanizados (-zumab) o completamente humanos (-umab).
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Figura 3. Quimerizacion y humanizacién de anticuerpos monoclonales. A) Monoclonal murino. B) Monoclonal quimérico,
en el que las regiones variables son de origen murino siendo humano el resto de las cadenas. C) Monoclonal humanizado:
sélo incluye los segmentos hipervariables de origen murino. D) Monoclonal humano (GARrcia, 2011).



Las principales ventajas de los mAbs son su homogeneidad y consistencia, ademas de que, una
vez que se ha generado el hibridoma deseado, se pueden preservar como un recurso constante y
renovable (LIPMAN et al., 2005; SHEPARD et al., 2017). En contraste, los pAbs generados para el
mismo antigeno usando multiples animales diferirdn entre los animales inmunizados, y sus
caracteristicas pueden cambiar a medida que se recolectan con el tiempo. Aparte, la cantidad de
pAbs obtenidos esta limitada por el tamafio del animal y su vida util (LIPMAN et al., 2005). Uno de
los anticuerpos monoclonales terapéuticos mas destacado es trastuzumab, utilizado en el
tratamiento del cancer de mama junto a la quimioterapia. Este medicamento se aprob6 para su
uso médico en 1998, y hoy en dia sigue teniendo un gran impacto en la vida de las pacientes de
este cancer. De hecho, consta como uno de los medicamentos fundamentales en un sistema
sanitario eficaz segin la 212 lista de medicamentos esenciales de la OMS, publicada en 2019.

1. 5. GENERACION DE ANTICUERPOS RECOMBINANTES

Gracias a la tecnologia del DNA recombinante, se pudieron desarrollar los anticuerpos
monoclonales quiméricos y humanizados; e inicialmente todos los anticuerpos monoclonales
recombinantes utilizados en terapia presentaban la estructura convencional de los anticuerpos
(BREEDVELD, 2000; SHEPARD et al., 2017). Sin embargo, mas recientemente se han generado
disefios de anticuerpos terapéuticos que no poseen las caracteristicas estructurales naturales
(AHMAD et al., 2012). Los formatos de anticuerpos recombinantes con estructuras artificiales mas
comunes son los fragmentos Fab, los scFv, y los anticuerpos biespecificos (MA Y O’KENNEDY, 2015;
BAsu et al., 2019). Los fragmentos Fab consisten en dos sets de dominios variables y constantes
del anticuerpo (uno de cada cadena), es decir, en los dominios VH, CH1, VL, CL; que forman una
estructura estable compuesta por dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes disulfuro. Por
otro lado, los anticuerpos biespecificos, como su propio nombre indica, reunen dos
especificidades distintas y son capaces de unirse a dos antigenos diferentes a la vez (BASU et al.,
2019). Durante los ultimos afios, ha aumentado notablemente el interés en los scFv, en los cuales
las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo (VH y VL) son fusionadas
mediante una secuencia de unioén flexible (Figura 4), reconstituyendo el sitio de union al antigeno
(AHMAD et al., 2012; BASU et al.,, 2019). La simplicidad de esta molécula la hace particularmente
apropiada para ser producida en sistemas de expresion bacterianos con elevada eficiencia; y cada
vez se usan mas como reactivos en ensayos inmunodiagnoésticos. Asimismo, existen varios
medicamentos derivados de scFv que estan ya aprobados por la FDA (AHMAD et al., 2012).
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Figura 4. Distribucion de los dominios de un anticuerpo y generaciéon de un scFv. El anticuerpo de cadena simple de
fragmento variable (scFv) generado con la tecnologia de anticuerpos recombinantes aparece en la esquina inferior derecha.
CH: dominio constante de la cadena pesada; VH: dominio variable de la cadena pesada; CL: dominio constante de la cadena
ligera; VL: dominio variable de la cadena ligera; CDR: regiones determinantes de complementariedad; Fw: regiones marco o
de entramado (AHMAD et al., 2012).



En lo que respecta a la produccién de R-mAbs, consta fundamentalmente de los siguientes pasos:
en primer lugar, se determina la secuencia que codifica para el anticuerpo deseado,
posteriormente se seleccionan y clonan los genes de interés y se genera un constructo (SIEGEL,
2002). Por ejemplo, si se quiere producir un scFv serd necesario sintetizar los genes que codifican
para los dominios VH y VL; en cambio, para producir un fragmento Fab, se clonaran los genes que
codifican para los dominios VH, CH1, VL y CL del anticuerpo de interés. Una vez llegados a este
punto, se genera un vector de expresion y se transfecta un huésped (lineas celulares de bacterias,
levaduras o mamiferos) en el que se sintetizara el anticuerpo recombinante funcional (SIEGEL,
2002; BAsu et al,, 2019).

Para producir R-mAbs, se pueden distinguir dos métodos principales: en primer lugar, y siendo
esta la opcidon mas utilizada, se pueden generar de novo a partir de bibliotecas de anticuerpos
derivadas de animales inmunizados o no inmunizados, combinada con la seleccién de los R-mAbs
de interés in vitro (VIDARSSON et al, 2014). Esta técnica se denomina "repertoire cloning" o
"Fab/phage display", y consiste basicamente en la clonacién rapida de genes de inmunoglobulina
para crear bibliotecas de las cuales se pueden seleccionar los anticuerpos con las especificidades
deseadas para cada caso. En esta tecnologia, las regiones variables son fusionadas al dominio N-
terminal de la proteina estructural PIII del bacteriéfago M13. Asi, es posible producir una
coleccién de fagos (de un millén a diez mil millones de clones diferentes) donde cada virus
filamentoso exponga en su superficie una sola regiéon variable, con una tunica especificidad
antigénica. Los fagos obtenidos a partir de la genoteca pueden ser seleccionados mediante la
unién del anticuerpo a un antigeno de interés in vitro. Asi pues, este enfoque facilita el aislamiento
y la produccién de anticuerpos, sin la necesidad de transformacién de células B, cultivo de tejidos
o incluso individuos inmunizados (SIEGEL, 2002).

Por otro lado, los R-mAbs también pueden generarse a partir de lineas celulares de hibridoma
existentes, que expresan mAbs bien caracterizados, siempre que haya cebadores o sondas de
hibridacién apropiadas disponibles; y una vez creado el vector de expresion se puede producir el
anticuerpo en una linea celular estable (VIDARSSON et al, 2014). Este es el caso de los cinco
anticuerpos sobre los que versa este proyecto. Los cinco anticuerpos que se van a producir y
caracterizar fueron generados a partir de hibridomas por ANDREWS et al. (2019). Para generarlos,
se extrajo el RNA de los hibridomas criopreservados de interés, y se sintetizd el cDNA, mediante
RT-PCR, de las secuencias que codifican para las regiones VH y VL de las Igs. A partir del molde
de cDNA se amplificaron los dominios VH y VL utilizando cebadores desarrollados por CROSNIER
et al (2010). Finalmente, las regiones VH y VL producto de la PCR se utilizaron como molde para
realizar una F-PCR y fusionar estas regiones con un fragmento del plasmido p1316, generando
asi un vector de expresion para una IgG completa que presenta los dominios VH y VL
seleccionados (ANDREWS et al., 2019).

1. 6. VENTAJAS DE LOS ANTICUERPOS RECOMBINANTES

Si comparamos las caracteristicas de los anticuerpos recombinantes con las de los anticuerpos
monoclonales, que son los mayoritariamente usados en investigacion hoy en dia, vemos que los
primeros presentan una serie de ventajas. En primer lugar, los anticuerpos recombinantes
permiten mayor reproducibilidad y control, ya que, a diferencia de los anticuerpos monoclonales
que se producen utilizando los métodos tradicionales basados en hibridoma, los anticuerpos
recombinantes no los necesitan para ser producidos (ANDREWS et al., 2019; BASU et al., 2019). Los
hibridomas son células genéticamente inestables que a menudo pierden la capacidad de producir



anticuerpos o dejan de ser viables tras un periodo limitado de tiempo. Por el contrario, los R-
mAbs no corren el riesgo de la pérdida por inestabilidad genética de las células de hibridoma tetra
o hexaploides (SIEGEL, 2002; ANDREWS et al., 2019). Ademas, las lineas celulares de hibridoma
pueden expresar miultiples cadenas funcionales de inmunoglobulinas (tanto ligeras como
pesadas), mientras que la expresion recombinante asegura la produccién de un tnico R-mAb
molecularmente definido (MA Y O’KENNEDY, 2015; ANDREWS et al., 2019; BAsU et al., 2019) y, como
consecuencia, los R-mAbs son mas especificos que los mAbs tradicionales. Por esta misma razdn,
son mas confiables y proporcionan resultados mas reproducibles que los mAbs.

En segundo lugar, la expresién recombinante puede producir niveles de produccién cientos o
incluso miles de veces mas altos de lo que es posible con expresiones endogenas de mAbs de
células de hibridoma (GROFF et al., 2020), lo cual es muy interesante desde el punto de vista de la
produccién a nivel industrial. Asimismo, la clonacién de R-mAbs permite crear un archivo
permanente, confiable y econdmico del R-mAb como DNA plasmidico y secuencias de acido
nucleico frente a un sistema de archivo que depende de la costosa criopreservacion de las lineas
celulares de hibridoma en nitrégeno liquido, asi como de su posterior recuperacion.

Por otro lado, hay una disminucién significativa del tiempo de produccién de los anticuerpos.
Usando la tecnologia de anticuerpos recombinantes, se puede producir un anticuerpo especifico
para un antigeno en tan solo ocho semanas. Por el contrario, los hibridomas requieren un minimo
de cuatro meses para producir un anticuerpo funcional. Otra ventaja es que un R-mAb puede
convertirse facilmente en una especie, isotipo o subtipo diferente agregando el dominio constante
apropiado (ANDREWS et al., 2019). Esto facilita el cambio de anticuerpos al formato que se prefiera
en un experimento determinado. Actualmente, la técnica mas ampliamente utilizada para este fin
es la construccidon de genotecas de regiones variables de anticuerpos o repertoire cloning,
previamente mencionado (SIEGEL, 2002; VIDARSSON et al., 2014).

Por tltimo, es una tecnologia que no necesita inmunizar animales. Los anticuerpos recombinantes
se pueden producir sin usar ningdn animal en el proceso y esto elimina las numerosas
preocupaciones éticas y de bienestar animal comunmente asociadas con la produccion
tradicional de anticuerpos monoclonales (SIEGEL, 2002; ANDREWS et al., 2019).

1. 7. ANTICUERPOS EN NEUROBIOLOGIA

Uno de los retos mas importantes en neurobiologia es entender y caracterizar completamente los
mecanismos responsables de la formacién, mantenimiento y modificacion de la sinapsis. Si bien
hay excepciones, la aplicacién de procedimientos inmunolégicos a estudios sobre las sinapsis se
ha visto histéricamente limitada por la necesidad de utilizar moléculas altamente purificadas
(REICHARDT Y MATTHEW, 1982). Utilizando anticuerpos derivados de la expresion recombinante,
se asegura la producciéon de un tinico R-mAb molecularmente definido y representarian una
herramienta sumamente util en neurobiologia. Ademas, también nos podemos beneficiar del
resto de ventajas que los R-mAbs presentan respecto a los mAbs tradicionales previamente
descritas, destacando su muy elevada reproducibilidad y la optimizacién de la relacién coste-
beneficio. Por otro lado, cabe mencionar que los R-mAbs también son prometedores como
agentes terapéuticos en enfermedades neurodegenerativas, como se describe en MANOUTCHARIAN
et al. (2017). En este proyecto, se llevara a cabo la produccién y caracterizacién de cinco
anticuerpos monoclonales recombinantes contra cinco proteinas cuyo interés en neurobiologia
radica en que pueden funcionar como marcadores de la sinapsis.
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En primer lugar, un anticuerpo contra la proteina fluorescente GFP (Green Fluorescent Protein)
de la medusa Aequorea victoria. Este anticuerpo anti-GFP resulta extremadamente ttil, no solo en
el campo de la neurobiologia, sino en practicamente cualquier laboratorio de investigacidn, por
sus numerosas aplicaciones. Destaca su uso como marcador fusionado a polipéptidos que permite
monitorizar la localizacién de proteinas. En el ambito de la neurobiologia, cabe resaltar el arco
iris cerebral o brainbow; una técnica de marcaje celular donde se generan cientos de colores con
matices diferentes mediante la expresién de proteinas fluorescentes derivadas de la GFP,
permitiendo asf el mapeo del circuito nervioso (WEISSMAN Y PAN, 2015).

En segundo lugar, un anticuerpo contra el receptor de glutamato 1 (GluR1), una proteina
postsinaptica codificada por el gen GRIA1l. Los receptores de glutamato son los receptores
neurotransmisores excitadores predominantes en el cerebro de los mamiferos y se activan en una
gran variedad de procesos neurofisiol6gicos normales (LU et al, 2004). A nivel estructural, son
complejos de proteinas heteroméricas con multiples subunidades, cada una de las cuales posee
regiones transmembrana, y todas estan dispuestas para formar un canal iénico dependiente de
ligando. El mRNA del GRIA1 humano esta presente en las células granulares y piramidales en la
formacién del hipocampo (MCNAMARA et al., 1992); y dicho gen esta involucrado principalmente
en la plasticidad sinaptica, reduciéndose significativamente la expresion de GluR1 en la corteza
frontal humana con el aumento de la edad (LU et al, 2004).

En tercer lugar, un anticuerpo contra la proteina de densidad postsinaptica 95 (postsynaptic
density protein 95). PSD-95 es un miembro de la familia de las guanilato quinasas asociadas a la
membrana, e interviene en sitios postsinapticos en la formacién de un armazén multimérico para
la agrupacion de receptores, canales i6nicos y proteinas de sefializacion asociadas, es decir, es
una proteina de andamiaje. Es vital en la plasticidad sinaptica y en la estabilizacién de los cambios
sinapticos durante la potenciacion a largo plazo (MEYER et al., 2014).

En cuarto lugar, un anticuerpo contra la proteina ankirina-G (Ank-G), la cual se encuentra en las
uniones neuromusculares, el segmento inicial de los axones y en los nédulos de Ranvier
(HEDSTROM et al., 2007; FREAL et al., 2016; NELSON et al., 2018). En cuanto a su funcién, dentro de
los n6dulos de Ranvier, donde los potenciales de accidon se propagan activamente, se ha pensado
durante mucho tiempo que la proteina Ank-G es la molécula de unién intermedia para la
neurofascina y los canales de sodio dependientes de voltaje (HEDSTROM et al., 2007); ademas de
ser vital para el correcto desarrollo del segmento inicial del axén (FREAL et al, 2016). Por otro
lado, la eliminaciéon de Ank-G en multiples tipos de neuronas ha demostrado que dicha proteina
es necesaria para la agrupacion normal de los canales de sodio dependientes de voltaje en el cono
axoénico y para la activacion del potencial de accion (HEDSTROM et al., 2007).

En quinto y ultimo lugar, un anticuerpo contra el transportador vesicular de glutamato 1
(VGluT1), una proteina presinaptica. Se trata de un transportador de fosfato dependiente de sodio
que se expresa especificamente en las regiones del cerebro ricas en neuronas glutamatérgicas
excitadoras (TAKAMORI et al., 2000), y que se asocia preferentemente con las membranas de las
vesiculas sinapticas interviniendo en el transporte de glutamato (EASTWOOD Y HARRISON, 2005).

Finalmente, cabe remarcar que los cinco anticuerpos descritos que se produciran son anticuerpos
monoclonales recombinantes que presentan la region constante propia del isotipo IgG de ratén.
Para ser mas precisos, los anticuerpos anti-GFP y anti-PSD-95 pertenecen al alotipo IgG2a,
mientras que los anticuerpos anti-GluR1, anti-Ank-G y anti-VGIuT1 pertenecen al alotipo IgG1
(Andrews et al.,, 2019).
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal del presente proyecto es la produccién y caracterizacion de cinco
anticuerpos monoclonales recombinantes, capaces de reconocer las proteinas GFP, GluR1, PSD-
95, Ank-G y VGIuT1; funcionando como marcadores neuronales y de las conexiones sinapticas.

Asfi pues:

1. Se pondra a punto un protocolo para la producciéon éptima de dichos anticuerpos.
2. Sevalidara su correcto funcionamiento en neurobiologia.
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3. MATERIALES Y METODOS

3. 1. EXTRACCION DEL DNA PLASMIDICO

Los plasmidos para la expresion de los anticuerpos recombinantes se obtuvieron de Addgene®,
donde fueron depositados por James Trimmer (UC Davis, CA, EEUU) (ANDREWS et al., 2019).

En los cinco casos, las células transformadas con el plasmido recombinante fueron células DH5-
alpha. Se trata de células de E. Coli modificadas genéticamente para maximizar la eficiencia de la
transformacion (CHAN et al., 2013). Otro aspecto comun a los cinco plasmidos es que contienen el
gen de resistencia a la ampicilina para seleccionar las bacterias transformadas (Tabla 1). Se aisl6
el DNA plasmidico a pequeia y mediana escala mediante cromatografia de afinidad.

Tabla 1. Caracteristicas de los plasmidos codificantes para los anticuerpos recombinantes. Inserto que contienen,
referencia, cepa bacteriana, gen de resistencia bacteriana y temperatura (T2) 6ptima para el crecimiento bacteriano.

P . Cepa Resistencia T2 de
Plasmido Inserto Referencia . . .
bacteriana bacteriana crecimiento

N355/1R anti-GluR1 Addgene_114483 DH5alpha Ampicilina 379°C
N86/38.1R anti-GFP Addgene_114492 DH5alpha Ampicilina 379°C
K28/43R anti-PSD-95 | Addgene_128618 DH5alpha Ampicilina 37°C
N106/43R anti-Ank-G Addgene_128635 DH5alpha Ampicilina 379°C
N28/9R anti-VGIuT1l | Addgene_128638 DH5alpha Ampicilina 37°C

3. 1. 1. EXTRACCION DEL DNA PLASMIDICO A PEQUENA ESCALA

Para purificar el DNA plasmidico a pequena escala, se sigui6 el protocolo facilitado por el kit
NZYMiniprep® (NZYTech Lda., Lisboa, Portugal), con referencia MB010, con modificaciones
puntuales. Para cada plasmido se siguieron los siguientes pasos:

Para empezar, se prepararon 10 mL de caldo de lisogenia o medio LB (por su nombre en inglés,
Lysogeny broth) (10 g de NaCl/L, 10 g de triptona/L, 5 g de extracto de levadura/L y agua milli Q)
en un matraz de 50 mL y se afiadié ampicilina a dilucién 1:1000, es decir, 10 pL. La colonia de
bacterias que contenia el plasmido se conservaba ultracongelada a -80°C en un tubo eppendorf.
Para transferir las bacterias al medio se pic6 la colonia con una punta de pipeta y se introdujo el
glicerinado en el matraz con medio LB. Posteriormente, los cinco matraces se incubaron durante
18 horas en agitacion a 372C. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugo el cultivo bacteriano
a 6000 rpm durante 8 minutos a T2 ambiente y se decant6 el sobrenadante.

El pellet se resuspendié en 250 pL de tampoén A1 utilizando vortex, en un tubo eppendorf. Se
afiadieron 250 pL de tampdn A2 y se homogeneizo6 el lisado celular invirtiendo el tubo 8 veces. Se
incubé a temperatura ambiente durante 4 minutos y se afiadieron 300 pL del tampdén A3,
volviendo a invertir el tubo 8 veces. Para clarificar el lisado, se realiz6 una centrifugaciéon de 10
minutos a 14500 rpm y a T2 ambiente, utilizando la centrifuga Eppendorf miniSpin plus
(referencia Z606235 de Sigma-Aldrich™, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

El sobrenadante resultante se afiadi6 a la columna de cromatografia y se centrifugé a 11000 rpm
durante un minuto. Después, se lavé la columna para evitar posible contaminacién del material
genético con 500 pL del tampdn AY, y se repitio la centrifugaciéon inmediatamente anerior. A esto
le siguié otra centrifugacién idéntica de un minuto tras afiadir tampdén A4 con etanol. Para secar
la membrana microporosa de silice, se centrifugd durante 2 minutos a 11000 rpm.
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Finalmente, para eluir el DNA, se introdujo la columna en un tubo de 1.5 mL nuevo y se afadieron
a la columna 50 pL del tampén de elucion AE. Se incubé a temperatura ambiente durante un
minuto, y después se centrifugdé durante otro minuto para recoger el eluido. Este tltimo paso se
repitio con el fin de aumentar el rendimiento de la extraccion. Para determinar la concentracién
del DNA purificado de los diferentes plasmidos, se utiliz6 el espectrofotémetro NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EEUU) (Tabla 2). Las cinco muestras se guardaron para
su posterior uso a -202C.

Tabla 2. Concentracion del DNA plasmidico purificado.

Plasmido Inserto Referencia Concentracion (ug/ pL)
N355/1R anti-GluR1 Addgene_114483 0.816
N86/38.1R anti-GFP Addgene_114492 0.956
K28/43R anti-PSD-95 | Addgene_128618 0.811
N106/43R anti-Ank-G | Addgene_128635 0.835
N28/9R anti-VGluT1 | Addgene_128638 0.680

3. 1. 2. EXTRACCION DEL DNA PLASMIDICO A MEDIANA ESCALA

Para purificar el DNA plasmidico a pequefia escala, se sigui6 el protocolo facilitado por el kit
NZYMaxiprep® (MB051, NZYTech Lda., Lisboa, Portugal) con modificaciones puntuales. Para cada
plasmido se siguieron los siguientes pasos:

Se prepararon 1000 mL de medio LB en un matraz de 2 L y se afiadié ampicilina a dilucién 1:1000,
esdecir, 1 mL. Asuvez, se prepar6 1 mL de medio LB con 1 uL. de ampicilina en un tubo eppendortf.
La bacteria ultracongelada se introdujo en dicho tubo para preparar un preindculo y se dejé
incubar durante 3 horas en agitacion a 37°C. Posteriormente, se traspaso el preinéculo bacteriano
al matraz de 2L con 1L de medio LB y se incub6 durante 18 horas en agitacion a 372C. A
continuacién, se centrifug6 el cultivo bacteriano a 6000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se
decant6 el sobrenadante. Se usé la centrifuga Sorvall™ LYNX™ 6000 Superspeed Centrifuge
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EEUU).

El pellet resultante se resuspendidé en 12 mL de tampén M1 con RNasa A en un tubo Falcon de 50
mL, con el fin de lisar las células; y se homogeneiz6 utilizando un vortex. Se afiadié a continuacion
tampoén M2, mezclando mediante inversion 5 veces, y se incub6 a T2 ambiente durante 5 minutos.
Después, se afiadieron 12 mL de tampdn neutralizante M3 previamente enfriado en hielo y se
mezclé invirtiendo el tubo 15 veces. Paralelamente, se equilibré la columna utilizando 6 mL del
tampon MEQ, dejandose vaciar por gravedad. El lisado se centrifugé a 16000 rpm durante 40
minutos a 42C, utilizando la centrifuga Avanti® JXN-26 y el rotor JA-25.50 (Beckamn Coulter Life
Sciences, Indianapolis, IN, EEUU). El sobrenadante (que contiene el DNA) se afladié a la columna
equilibrada y se dejo vaciar mediante flujo por gravedad. Asi pues, una vez unido el DNA a la
resina con carga positiva de la columna, esta se lavd con 32 mL del tamp6n MW para eliminar los
posibles contaminantes. A continuacion, se eluy6 el DNA con 15 mL del tampdn ME. Se dejé vaciar
la columna mediante flujo por gravedad y se recogi6 el eluido en un tubo Falcon nuevo.

Para precipitar el DNA, se afiadieron 10.5 mL de isopropanol a T2 ambiente. Tras mezclarlo se
dejé reposar durante 2 minutos. Seguidamente, se centrifugd a 15000 rpm durante 30 minutos a
42C en la centrifuga Avanti® JXN-26 y se decant6 el sobrenadante. Se afiadieron 5 mL de etanol al
70% a T2 ambiente al pellet, y se centrifugé a 15000 rpm durante 15 minutos a T2 ambiente en la
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centrifuga Avanti® JXN-26. En este caso, se eliminé el sobrenadante cuidadosamente utilizando
una pipetay se dejo sacar el pellet a T2 ambiente. Finalmente, para reconstituir el DNA plasmidico,
se utilizaron 100 pL de tampén TE y para determinar su concentracion se us6 el
espectrofotémetro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EEUU). Las
muestras se guardaron para su posterior uso a -202C.

3. 2. DIGESTION ENZIMATICA Y ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Para seleccionar los enzimas de restriccion, se realizé6 un analisis in silico utilizando la
herramienta NEBcutter® V2.0 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EEUU).

El tamp6n utilizado para la digestién en todos los casos fue NEBuffer®3.1 (New England Biolabs
Ipswich, MA, EEUU). La reaccién tuvo lugar durante una hora a 372C y el mix de digestién
consistio en: 0.7 uL. de DNA plasmidico + 0.5 pL de tampon NEBuffer®3.1 + 0.5 pL del enzima
correspondiente+ 48.3 pL de agua milli Q. Asi pues, se dispusieron nueve preparaciones de
digestion enzimatica distintas (Tabla 3).

Para la electroforesis se utilizaron dos geles de agarosa: uno al 1% y otro al 0,8%. Para la
preparacién de dichos geles se procedio6 de la siguiente manera: Se prepararon 40 mL de tampoén
TE al 10% y se afiadieron 0.4 g de agarosa (referencia 801900, Sumilab S.L., Valencia, Espafia) en
el caso del gel al 1% y 0.32 g en el caso del gel al 0.8%. Después, se calentd la mezcla en un
microondas y se afiadié 1 pL del colorante GelRed® (Biotium Inc., Hayward, CA, EEUU). Se dejo
enfriar y gelificar. Una vez preparado el gel, se cargaron 15 pL de cada mix de digestion, 15 pL de
cada plasmido no digerido (preparado con 0.7 uL. de DNA plasmidico + 10 pL de tampén de carga
+ 39.3 uL de agua milli Q) y 5 pL del marcador de peso molecular NZYDNA Ladder III® con
referencia MB04401(NZYTech Lda., Lisboa, Portugal).

Tabla 3. Enzima(s) de restriccion utilizado(s) para cada plasmido.

Plasmido Inserto Referencia Enzima(s)
N355/1R anti-GluR1 Addgene_114483 BamHlI, Bglll
N86/38.1R anti-GFP Addgene_114492 EcoRV, Bglll
K28/43R anti-PSD-95 | Addgene_128618 Bglll
N106/43R anti-Ank-G Addgene_128635 BamHlI, Bglll
N28/9R anti-VGIuTl | Addgene_128638 BamHlI, Bglll

3. 3. CULTIVOS CELULARES

3. 3. 1. LINEAS CELULARES COS-7 Y HEK 293T

Las células COS-7 (ATCC® CRL-1651™, American Type Culture Collection) y HEK 293T (ATCC®
CRL-3216™, American Type Culture Collection) utilizadas se encontraban a un pase superior a 10
conservadas en nitrégeno liquido. Para descongelarlas, se calentaron en un bafio de agua
desionizada tipo Il a 372C, tras lo cual se cogié 1 mL de células descongeladas y se afiadié a 9 mL
de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) de Fisher Scientific™ (referencia
31600083, de Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EEUU), en un vial Falcon de 15 mL. A
continuacion, la suspension celular se centrifugd a 100 g durante 10 minutos a T2 ambiente y se
elimin6 el sobrenadante. Se anadié 1 mL de medio DMEM al pellet y se sembr6 este mismo
volumen de células resuspendidas en una placa petri p100 de 55 cm?, afiadiendo 9 mL de medio
DMEM.
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Ambas lineas celulares se cultivaron en medio DMEM, suplementado con un 10% de Suero Bovino
Fetal inactivado por calor (FBS, 10735086001, Sigma-Aldrich™, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) y L-glutamina al 1% (31095029, Fisher Scientific™). Con el paso del tiempo, tiene lugar
un empobrecimiento del medio al consumirse los nutrientes y acumularse productos de
deshecho. Para evitar la senescencia celular por acumulacién de productos de degradacién y el
agotamiento del medio, cuando las células presentaban una confluencia del 90% se levantaban y
se volvian a sembrar, mas diluidas, en medio fresco. Se utilizé6 tampoén fosfato salino (PBS,
18912014, Fisher Scientific™) para lavar las células y tripsina (tripsina-EDTA Gibco®, 25300054,
Fisher Scientific™) para despegarlas de la placa petri, ya que se trata de cultivos adherentes. En
el caso de las células COS-7, la tripsinizacién dura 60 segundos; mientras que para las células HEK
293T bastan 30 segundos. Cabe mencionar que el medio de cultivo celular inactiva la tripsina, y
por ello es necesario lavar las células con PBS antes de tratarlas con tripsina.

3. 3. 2. CULTIVO NEURONAL PRIMARIO

Por otro lado, las neuronas se obtuvieron de cerebro de embriones de ratéon (E15) mediante
disgregacion mecanica y enzimatica, utilizando tripsina. Se sembraron 100 000 células en cada
pocillo de una placa de 12 pocillos (3.8 cm2/pocillo) pretratadas con poli-L-lisina (P2636, Sigma-
Aldrich™). El medio de cultivo utilizado fue medio neurobasal suplementado con B-27 al 2%,
Glutamax 200 mM al 0.5% y penicilina-estreptomicina al 1% (con referencias 21103049,
17504044, 35050038 y 15140122 de Fisher Scientific™ respectivamente). Cuando el medio se
tornaba anaranjado, éste se cambiaba por medio fresco para reponer los nutrientes y eliminar los
productos de degradacion, evitando asi la senescencia celular (se quita la mitad del medio en el
que estan las neuronas y se repone con medio fresco). Esta renovacion del medio se llevo a cabo
aproximadamente cada 48 o 72 horas, dependiendo de la confluencia que presentasen las células.

3. 4. TRANSFECCION

Las lineas celulares COS-7 y HEK 293T fueron transfectadas (i) para producir los anticuerpos de
interés y (ii) para comprobar su correcto funcionamiento. En el primer caso, se transfectaron con
el DNA plasmidico purificado en el apartado “3. 1. Extracciéon del DNA plasmidico”. Para
comprobar su funcionamiento, se transfectaron las células con las proteinas objetivo, utilizando
su DNA plasmidico codificante. No obstante, no hay plasmidos disponibles para las proteinas
Ank-G y GluR1, por lo que los anticuerpos recombinantes que las detectan hubieron de ser
probados directamente en cultivo neuronal primario, sin analizar su rendimiento en linea celular.

Para el resto de las proteinas objetivo: GFP, PSD-95 y VGIuT1; se utilizaron respectivamente los
siguientes plasmidos que las codifican: CMV-GFP-IRES-CRE (donado por Fred Gage (Addgene
plasmid #49056; http://n2t.net/addgene:49056; RRID: Addgene_49056)); PSD-95-pTagRFP
(donado por Johannes Hell (Addgene plasmid #52671; http://n2t.net/addgene:52671;
RRID:Addgene_52671)), y pCAG vGlutl mCherry (donado por Franck Polleux (Addgene plasmid
#105010; http://n2t.net/addgene:105010 ; RRID:Addgene_105010)). Los tres fueron adquiridos
a través de Addgene® (referencias 49056, 52671 y 105010 respectivamente). Se realizé una
extraccién a mediana escala del DNA de cada uno de ellos siguiendo el protocolo previamente
descrito utilizando el kit NZYMaxiprep® (MB051, NZYTech Lda., Lisboa, Portugal). Después, se
ajusto la concentracion de DNA de cada una de las tres muestras a 1 ug/ pL.

En primer lugar, para expresar los anticuerpos, se sembraron células COS-7 y HEK 293T en dos
placas de 6 pocillos de 9.5 cm? (6 pocillos de cada tipo celular); en 1.5 mL del medio de cultivo
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descrito en el apartado anterior, afiadiendo un 1% de penicilina-estreptomicina. Una vez que las
células llegaron a una confluencia de aproximadamente un 30%, se llevé a cabo la transfecciéon
utilizando polietilenamina (PEI). La PEI (23966-1, Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an der
Bergstrafse, Alemania) es un polimero catiénico sintético que presenta un gran niimero de aminas
secundarias y terciarias que son capaces de absorber los hidrones (H+), impidiendo la
acidificacion del endosoma, de manera que la acumulacién de iones cloruro acaba resultando en
larotura del endosomay se consigue la internalizacion del DNA plasmidico (SUNSHINE et al., 2011).

Cada pocillo se transfect6 con el DNA que produce un anticuerpo distinto y el pocillo restante se
transfect6 con el plasmido que codifica para la proteina fluorescente GFP (plasmido CMV-GFP-
IRES-CRE; KASPAR et al., 2002) como control, permitiendo ademas la monitorizacion in vivo del
ratio de transfeccion mediante microscopia de fluorescencia.

El protocolo seguido fue el siguiente: se dejaron 1000 pL de medio de cultivo en cada pocillo, y se
calcul6 el volumen necesario de DNA de cada plasmido para tener 1 pg de material genético
(Tabla 4). Se prepararon por separado 125 pL. de DMEM sin suero a los que se le afiadieron 1 pg
de DNA (disolucién A), y otros 125 pL. de DMEM (también sin suero) a los que se le afiadieron 6
uL de PEI (disolucién B) para cada plasmido (la relacién DNA:PEI debe ser 1pg:6uL). Después de
mezclar cada disolucién A con su correspondiente disoluciéon B utilizando el vdrtex, se dejo
reposar media hora y luego las mezclas se anadieron a los pocillos correspondientes gota a gota.
A las 4 horas se cambi6 el medio de transfeccién por 1.5 mL de medio DMEM suplementado con
FBS y L-glutamina.

Tabla 4. Volumen necesario de DNA plasmidico para la transfeccion. Volimenes de DNA plasmidico utilizados para la
transfeccién de un pocillo de 9.5 cm2.

.. Volumen (uL
Concentracion ()

Plasmido Inserto Referencia equivalente a1l ug
(ng/ uL) de DNA

N355/1R anti-GluR1 Addgene_114483 0.816 1.23
N86/38.1R anti-GFP Addgene_114492 0.956 1.05
K28/43R anti-PSD-95 Addgene_128618 0.8105 1.23
N106/43R anti-Ank-G Addgene_128635 0.835 1.20
N28/9R anti-VGIuT1 Addgene_128638 0.6804 1.47
CMV-GFP-IRES-CRE GFP Addgene_49056 1 1.00

Los plasmidos estan disefiados de manera que las células expulsan los anticuerpos recombinantes
al medio después de sintetizarlos. La proteina GFP sintetizada también se acaba secretando al
medio de cultivo. Asi pues, el sobrenadante de cada pocillo se recogi6 a las 48 horas y a las 72
horas de la transfeccion, y ambos sobrenadantes recogidos se juntaron. Se afiadié azida al 0.02%
para evitar posible contaminacién bacteriana.

Para comprobar la funcionalidad de los anticuerpos producidos se transfectaron placas de 12
pocillos de 3.8 cm2 con las proteinas objetivo. Para producir el anticuerpo anti-GFP a mediana
escala se transfectaron frascos de 75 cm2. En ambos casos se siguid el protocolo de transfeccion
descrito arriba, pero cambiando las cantidades de los reactivos utilizados de manera
directamente proporcional al drea disponible (Tabla 5). Los anticuerpos producidos a mediana
escala también se recogieron a las 24 y a las 48 horas y se juntaron ambas recolecciones.
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Tabla 5. Cantidades de los reactivos usados en el protocolo de transfecciéon. Cantidad de cada reactivo utilizado
dependiendo del area del recipiente en el que se siembran las células.

. DMEM Solucién A Solucién B
Area suplementado
(uL) DMEM sin suero (uL) DNA (pg) DMEM sin suero (uL) PEI (uL)
3.8 cm? 400 50 0.4 50 2.4
9.5 cm? 1000 125 1 125 6
75 cm? 15000 987 7.9 987 47.4

En cultivo neuronal primario, la proteina GFP no se expresa de forma endégena, por lo que fue
transfectada mediante electroporacion, utilizando el plasmido CMV-GFP-IRES-CRE (KASPAR et al.,
2002). Se utilizaron neuronas D8 para comprobar la eficacia del anticuerpo anti-GFP mediante
inmunofluorescencia indirecta.

3. 5. WESTERN BLOT

Para el anadlisis de la expresion de los anticuerpos mediante Western blot (WB), se utiliz6 un gel
de poliacrilamida-SDS al 8% para desnaturalizar las proteinas (agua milli Q; Tris 1.5M pH 8.8;
Tris 0.5M pH 6.8; SDS 10%; APS 10%; TEMED). Las muestras (el sobrenadante que contiene los
cinco anticuerpos producidos en ambas lineas celulares y el sobrenadante que contiene la
proteina GFP, que funcionara como control, en total doce muestras) se calentaron durante 10
minutos a 959C, y posteriormente se dejaron 5 minutos en hielo. Se realizaron dos WB: en el
primero se cargaron en el gel 5 pL de cada muestra (4 pL de sobrenadante + 1 pL de tampén de
carga con f3-mercaptoetanol) y en el segundo 35 pL de cada muestra (28 pL de sobrenadante + 7
uL de tampodn de carga con f3-mercaptoetanol). Como marcador de peso molecular se utilizaron 5
uL de PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific™ de Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Ma, EEUU; referencia 26616). La electroforesis se llevd a cabo a un amperaje constante
de 35 mA y a maximo voltaje, durante 3 horas y 30 minutos a temperatura ambiente y en
presencia de un tampén de migracién (25mM Tris; 190mM glicina; 0.1% SDS; pH 8.3). A
continuacion, se realizé una transferencia gel-membrana en medio himedo: el gel y la membrana,
en este caso de polifluoruro de vinilideno (PVDF), se intercalan y fijan firmemente entre finas
esponjas y papel absorbente Whatman® (Fisher Scientific™). La membrana de PVDF ha de ser
pretratada con metanol, y el montaje tipo sandwich se sumerge en un compartimento que
contiene el tampdn de transferencia (25mM Tris, 190mM Glicina) donde se aplica a continuacion
la corriente eléctrica a un voltaje constante de 30V (electrotransferencia) a T2 ambiente.

La eficacia de la transferencia se comprobé tifiendo la membrana con Ponceau S (23966-1,
Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an der Bergstrafde, Alemania). Para eliminar esta tincién
se utilizé TBS-T (Tris Buffered Saline (TBS) + Tween (T) 0.05%). Después, la membrana se
bloqued utilizando BSA 2% (albimina de suero bovino) durante 2 horas T2 ambiente. Una vez
bloqueada la membrana, se procedié a incubarla con anticuerpo anti-ratén marcado con el
enzima HRP (peroxidasa de rabano picante) (referencia 62-6520 de Fisher Scientific™) a dilucion
1:2000; durante 1 hora a T2 ambiente y en agitacién. Posteriormente, se llevaron a cabo tres
lavados consecutivos de 10 minutos a T2 ambiente y en agitacion con TBS-T. Para el revelado se
utilizaron 1.4 mL de luminol (A8511-5G, Sigma-Aldrich™).
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3. 6. INMUNOCITOQUIMICA

Las células COS-7 se utilizaron para los ensayos inmunocitoquimicos 48 horas después de la
transfeccidn con las proteinas objetivo que se ha descrito previamente. Por otro lado, se utilizaron
neuronas D8 transfectadas con GFP para comprobar la eficiencia del anticuerpo anti-GFP; y
neuronas D14 para testar el resto de los anticuerpos, ya que se da una sinapsis mas madura y se
pueden detectar con mayor fiabilidad y facilidad las proteinas neuronales end6genas objetivo.
Los anticuerpos recombinantes producidos se detectaron mediante inmunofluorescencia
indirecta.

Se realizaron ensayos inmunocitoquimicos siguiendo un protocolo ya establecido (FAZZARI et al.,
2014), que se describe brevemente a continuacién: para empezar, las células se fijaron utilizando
paraformaldehido 4% (158127, Sigma-Aldrich™) durante 10 minutos a T2 ambiente.
Seguidamente se realizaron tres lavados consecutivos de 10 minutos con PBS. Las células se
permeabilizaron usando PBS con 0,1% Triton durante 10 minutos, y se lavaron dos veces durante
5 minutos con PBS. Para evitar la unidén inespecifica, se afiadié PBS con BSA 2% durante 2 horas
a T2 ambiente. Para marcar los nucleos se utilizé DAPI a dilucién 1:2000 (D9542, Sigma-
Aldrich™). Como anticuerpo primario, se utilizaron los anticuerpos recombinantes producidos a
dilucion 1:1, excepto en el caso del anticuerpo anti-GFP, que se utilizé a diferentes diluciones
especificadas en la Tabla 6 y en el apartado de resultados. Los anticuerpos secundarios utilizados
se detallan en la Tabla 6 y todos se usaron a dilucién 1:500. Todos los anticuerpos secundarios
son anticuerpos anti-ratén conjugados Alexa Fluor®. Tras la tincion, los cubres se montaron con
Mowiol (81381, Sigma-Aldrich™). Se prepararon dos réplicas técnicas de cada ensayo.

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos inmunocitoquimicos. Se especifica cudles se
utilizaron en células COS-7 y cuales en neuronas, asi como a qué concentracion se utilizaron.

Células COS-7
Dilucién Referencia

Anticuerpos primarios

anti-GFP 1:1;1:5 Addgene_114492 (plasmido)
anti-PSD-95 1:1 Addgene_128618 (plasmido)
anti-VGIuT1 1:1 Addgene_128638 (plasmido)
Anticuerpos secundarios Dilucion Referencia
Alexa Fluor® 488 1:500
AIexa.FIuor® 335 1:500 A-21137, Thermo Fisher Scientific
goat anti-mouse IgG2a
M Fluo.r® . 1:500 A-31571, Life Technologies
donkey anti-mouse
Neuronas
Anticuerpo primario Dilucion Referencia
anti-GluR1 1:1 Addgene 114483 (plasmido)
anti-GFP 1:1;1:2;1:10; 1:50 Addgene_114492 (plasmido)
anti-Ank-G 1:1 Addgene_ 128635 (plasmido)
Anticuerpo secundario Dilucion Referencia
Alexa Fluor® 488 1:500 A-21202, Thermo Fisher Scientific
Alexa Fluor® 555 1:500 A-21137, Thermo Fisher Scientific

goat anti-mouse IgG2a

Cabe mencionar que los anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488 y Alexa Fluor® 647 reconocen
cualquier IgG de ratén, mientras que el anticuerpo secundario Alexa Fluor® 555 reconoce
especificamente el alotipo IgG2a. Los anticuerpos anti-GFP y anti-PSD-95 pertenecen a dicho
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alotipo, y, al ser los dos mas utilizados de los cinco producidos en investigacién neurobioldgica,
se comprobd si la especificidad del anticuerpo secundario mejoraba la deteccién de la proteina
objetivo al usarse con estos dos anticuerpos primarios, es decir, si se producia una amplificacion
de la sefial significativamente mayor a la obtenida haciendo uso de un anticuerpo secundario anti-
raton inespecifico de alotipo. Por otra parte, un anticuerpo especifico de alotipo es una
herramienta muy util para ensayos multiplex, por lo que resulta interesante comprobar su
funcionalidad.

3. 7. PROCESAMIENTO DE IMAGENES

Se tomaron imagenes de los ensayos de inmunofluorescencia con el microscopio ApoTome.2 y
con la camara AxioCam MR (ambos de ZEISS, Oberkochen, Alemania) a aumentos de 10x, 20x y
63x. Las imagenes fueron procesadas con el programa Image] (NIH y LOCI, University of
Wisconsin, EEUU) para ajustar el contraste y brillo de estas. Posteriormente, se montaron en
paneles utilizando el software Inkscape.
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4. RESULTADOS

, o
V/-\L|DAC|0N, DEL ANTICUERPOS EN ‘ FUNCIONALIDAD EN
DNA PLASMIDICO ) LINEA CELULAR

LINEAS CELULARES

TEST DE FUNCIONALIDAD PRODUCCION DE
EN CULTIVO NEURONAL - LOS ANTICUERPOS
PRIMARIO Y OPTIMIZACION A MEDIANA ESCALA

Figura 5. Esquema del procedimiento experimental. Fases de la expresidn y validacion de los anticuerpos recombinantes.

4. 1. VALIDACION DEL DNA PLASMIDICO

Los cinco plasmidos que codifican para los anticuerpos se adquirieron a través de Addgene®, a
donde fueron donados en primera instancia por James Trimmer (ANDREWS et al., 2019). Se hizo
una extraccion del DNA plasmidico a pequefia escala de cada uno de los cinco pldsmidos, tras
crecer las bacterias transformadas adquiridas en las condiciones apropiadas. Posteriormente, se
llevé a cabo una digestion enzimatica y un andlisis en gel de agarosa con el fin de comprobar la
integridad de los elementos del plasmido de expresién (Figuras 6 y 7). Se hizo un analisis in silico
con el fin de seleccionar los enzimas de restriccién adecuados, asi como para determinar el peso
molecular de los fragmentos resultantes. Se utiliz6 la herramienta NEBcutter V2.0 de New
England Biolabs®. En concreto, se buscaron enzimas que cortaran dos veces en la secuencia de
DNA plasmidico, y, a ser posible, uno de ellos dentro de los marcos abiertos de lectura (ORFs, del
inglés open reading frames), ya que son las regiones codificantes de las cadenas ligeras y pesadas
de los anticuerpos (Figuras suplementarias 2 a 6, en el anexo). Después, se calculé el tamafio
teodrico de los fragmentos resultantes de la doble escisién de cada plasmido (Tabla 7).

Tabla 7. Tamaiio tedrico de los fragmentos resultantes de la digestion enzimatica. Tamafio tedrico en pares de bases (bp)
de los fragmentos resultantes de la doble escision. También se indica el/los enzima(s) de restriccion utilizado(s) para digerir
cada plasmido y en la columna ‘sitio de corte (bp)’ se indica entre paréntesis si este se encuentra en algin ORF.

Plasmido Enzima(s) Sitio de corte (bp) Fragmentos (bp)
DL nglTl 422432(;?;)3’95 b 4888952’,84552147
oy sus o) s s 51
3 (anti-PSD-95) Bglll 86, 4963 4877, 4517
4 (anti-Ank-G) BS;.TI 40742;2?;2; > 488855é,8418187
> (anti-VGluT1) B;rgT;I}I-II 39861(1(;?25)(;14871 4888853:,84551157

Es importante tener en cuenta que hay varias causas potenciales de fallo enzimatico: las
preparaciones de DNA pueden contener inhibidores, los tampones utilizados pueden no ser
optimos para los enzimas (a pesar de las garantias del proveedor) y los enzimas pueden quedar
inactivos con el paso del tiempo (ANAND et al., 2004).
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Figura 6. Esquema de los elementos del plasmido de expresion de los R-mAbs. La expresidn del inserto (cadenas ligeras
(verdes) y pesadas (azules)), esta dirigida por dos promotores CMV (amarillo). Los productos de PCR de los dominios variables
de las ambas cadenas (VL y VH) de los hibridomas de interés se fusionan con un fragmento de uniéon que comprende un
dominio constante de cadena ligera k (CL) y las secuencias de la cola poliA de la cadena ligera k (k pA), un promotor CMV
para la expresién de cadena pesada y una secuencia lider (L) para la translocacién de la cadena pesada a través de la
membrana del reticulo endoplasmatico. Tras la fusion mediada por PCR de estos tres elementos, se lleva a cabo su insercion
en el plasmido p1316; que contiene un promotor CMV upstream (en direccidon 5’) para la expresion de la cadena ligera, y una
secuencia lider (L) para la translocacion de dicha cadena a través de la membrana del reticulo endoplasmatico. En direccion
3’ respecto al inserto hay un dominio constante de cadena pesada (CH), que es y1 o y2a dependiendo del plasmido, seguido
de la cola poliA SV40 (SV40 pA) (ANDREWS et al., 2019).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa. A) 1a, 2a, 3a, 4a, 5a: plasmidos 1 a 5 sin digerir, se observan bandas a
aproximadamente 10000 bp, que corresponden con la forma superenrollada del plasmido integro; 1b, 2b, 3b, 4b, 5b:
plasmidos 1 a 5 tratados con el enzima Bglll, se observan bandas coincidentes con las de los plasmidos sin digerir; 1c, 4c, 5c:
plasmidos 1, 4 y 5 tratados con BamHI, en los tres casos hay bandas a aproximadamente 8500 bp y 900 bp; 2c: plasmido 2
digerido con EcoRV, se pueden ver bandas a aproximadamente 5500 bp y 3500 bp. B) 13, 2a, 43, 5a: plasmidos sin digerir;
1c, 4c, 5¢: plasmidos digeridos con BamHI; 2c: plasmido digerido con EcoRV. Se observan los mismos resultados que en A)
en todos los casos. bp: pares de bases. 1: anti-GluR1; 2: anti-GFP; 3: anti-PSD-95; 4: anti-Ank-G; 5: anti-VGIuT1.
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Los resultados de la electroforesis (Figura 7A) revelaron que los plasmidos 1 (anti-GluR1), 2
(anti-GFP), 4 (anti-Ank-G) y 5 (anti-VGIuT1) se encontraban integros, ya que al ser digeridos con
los enzimas EcoRV (en el caso del plasmido anti-GFP) y BamHI (en el caso de los tres restantes)
los fragmentos resultantes fueron del tamafio esperado. Por otro lado, se lleg6 a la conclusion de
que el enzima Bglll utilizado se encontraba inactivo, probablemente debido a su antigiiedad. Esto
hizo imposible testar la integridad del plasmido 3 (anti-PSD-95) porque Bglll era el Gnico enzima
compatible con él. Se hizo una segunda electroforesis (Figura 7B) para corroborar los resultados
obtenidos, donde no se incluy6 el plasmido codificante para el anticuerpo anti-PSD-95 ni se utiliz6
el enzima Bglll, ya que no seria informativo. Los resultados de esta segunda electroforesis
coincidieron con los de la primera (Figura 7).

4. 2. VERIFICACION DE LA EXPRESION DE LOS ANTICUERPOS EN LINEAS CELULARES

Tras extraer el DNA plasmidico y comprobar su integridad, se comprueba la expresion de las
proteinas recombinantes. Los cinco plasmidos extraidos son vectores de expresion de mamiferos,
por lo que se deben transfectar células de mamifero para producir los anticuerpos de interés. Una
de las lineas celulares de mamifero para la expresion de proteinas mas cominmente utilizada es
HEK 293 (fibroblastos de rifién embrionario humano) (KHAN, 2013; JAZAYERI et al., 2018; HUNTER
et al, 2018). Esta linea celular se puede transfectar usando polietilenamina (PEI) en vez de
métodos virales, presentando un nivel alto de transfeccién mediada por PEI, con un rendimiento
del 50 al 80% (HUH et al., 2007; LONGO et al., 2013). Por otro lado, en ANDREWS et al. (2019), se
transfectaron células COS-1 (derivadas de fibroblastos renales de mono africano verde) para
expresar distintos R-mAbs. En el presente proyecto se utilizaron las lineas celulares HEK 293T y
COS-7, atendiendo a sus caracteristicas y su disponibilidad. Las células HEK 293T son una linea
variante de la HEK 293 que expresa el antigeno T SV40 grande, una oncoproteina derivada del
papovirus SV-40; y que, al igual que las HEK 293 se transfectan de manera muy eficiente con DNA
plasmidico (LIN et al, 2014; CERVERA Y KAMEN, 2018). En cuanto a las células COS, también
presentan el antigeno T SV40 grande (TRILL et al., 1995), y las células COS-7 son el subtipo mas
utilizado junto a las COS-1 para expresar proteinas recombinantes (ARUFFO, 2002; ROMANO et al.,
2009; SAKURAI et al., 2017). Se llevé a cabo la transfeccién de dos placas de seis pocillos de cada
linea celular utilizando PEI. Uno de los pocillos de cada placa se transfecté con el plasmido CMV-
GFP-IRES-CRE, que codifica para la expresiéon de GFP (KASPAR et al., 2002). De esta manera, estas
células sirven como control positivo para verificar in vivo (mediante observacion de
fluorescencia) que la transfeccion se ha realizado correctamente; y como control negativo para
verificar que los anticuerpos de interés no se sintetizan intrinsecamente por las condiciones del
experimento, si no, por la transfeccion especifica de los respectivos plasmidos. En cada uno de los
restantes cinco pocillos de cada placa se transfect6 a las células con un plasmido diferente, cada
uno codificante para uno de los anticuerpos recombinantes.

Los resultados sugieren que la transfeccidn se llevd a cabo con éxito y las células HEK 293T
presentaron una mayor eficiencia en la transfeccion que las COS-7 en lo que respecta al plasmido
control (Figura 8), como era de esperar (HUH et al.,, 2007; LONGO et al., 2013). Entorno al 60% de
las células HEK 293T se transfectaron con GFP, mientras que en el caso de las COS-7 solo lo
hiceron aproximadamente el 10%. En teoria, en el resto de pocillos de la placa se habra
sintetizado y secretado al medio celular el anticuerpo correspondiente al plasmido transfectado.
Para comprobar que las células expresan dichos anticuerpos se llevé a cabo un Western blot (WB)
con el sobrenadante de los diferentes pocillos, recogido pasadas 48 y 72 horas de la transfeccién
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(se juntaron ambos sobrenadantes) (Figura suplementaria 7 del anexo). Posteriormente se
realizé un segundo WB utilizando una mayor cantidad de sobrenadante celular para corroborar
los resultados obtenidos (Figura 9).

Células COS-7 Células HEK 293T

.

(c)
Figura 8. Control de la transfeccion mediante analisis de fluorescencia. Observauon mediante microscopia de fluorescencia
de las células control. (a) Nucleos de las células COS-7 marcados con DAPI. (b) Nucleos de las células HEK 293T marcados con
DAPI. (c) Células COS-7 expresando la proteina GFP in vivo aproximadamente 48 horas después de la transfeccion. (d) Células

HEK 293T expresando la proteina GFP in vivo aproximadamente 48 horas después de la transfeccidon. Se puede observar que
las células HEK 293T se transfectan en mayor proporcién. El DAPI se utilizé a dilucién 1:2000. Barra de escala: 20 pm.
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Figura 9. Analisis mediante Western blot de la expresion de los anticuerpos recombinantes en las lineas celulares HEK
293T y COS-7. Tras realizar una SDS-PAGE con los distintos sobrenadantes se transfirieron las proteinas a una membrana de
PVDF. A) y C) Tincién inespecifica con rojo Ponceau S de la membrana que contiene las proteinas del sobrenadante de ambas
lineas celulares: de HEK 293T en A) y de COS-7 en C). Se puede observar la totalidad de proteinas transferidas
electroforéticamente. B) Membrana de PVDF que contiene las proteinas del sobrenadante de las células HEK 293T después
de la incubacion con anticuerpo anti-ratén. D) Membrana de PVDF que contiene las proteinas del sobrenadante de las células
COS-7 después de la incubacion con anticuerpo anti-ratén. 1: anti-GluR1; 2: anti-GFP; 3: anti-PSD-95; 4: anti-Ank-G; 5: anti-
VGIuT1, 6: GFP. El anticuerpo anti-ratdon marcado con HRP se utilizé en ambos casos a diluciéon 1:2000. Se observan bandas
a aproximadamente 50 kDa, que corresponde al peso molecular de una cadena pesada de un anticuerpo.
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La tincién con Ponceau S (Figura 94, C) confirmé que la electroforesis y la posterior transferencia
gel-membrana se dio correctamente. Los resultados del WB indicaron que las células HEK 293T
son mejores productoras de los anticuerpos recombinantes que las células COS-7 (Figura 9). Por
otro lado, los anticuerpos que mejor se expresan son el anticuerpo anti-GluR1, el anti-GFP y el
anti-PSD-95 (Figura 9B, D). Destacan especialmente el anti-GluR1 y el anti-GFP, siendo este tltimo
el que mejor se expresa de los cinco, ya que observamos una sefial percibible incluso en el
sobrenadante de las células COS-7 (Figura 9D). También podemos observar una leve banda
correspondiente al anticuerpo anti-GluR1 en el sobrenadante de las COS-7; sin embargo, no se
pudo obtener una cantidad detectable del resto de anticuerpos en dicha linea celular. Por el
contrario, en el sobrenadante de las células HEK 293T se pudieron detectar los cinco anticuerpos.

El control negativo (proteina GFP) sirvié para constatar que los anticuerpos se sintetizaron por
la transfeccién especifica de los respectivos plasmidos codificantes (Figura 9B, D), ya que en el
pocillo correspondiente no se detectaron anticuerpos. Una vez verificada la expresion de los
anticuerpos en las lineas celulares, se procedid a testar su funcionamiento, primero en lineas
celulares y después en cultivo neuronal primario. Dado que las HEK 293T expresan mejor las
proteinas, estas células se utilizaran para producir los anticuerpos a una escala mayor; y se
utilizaran los anticuerpos producidos a pequeiia escala (Figura 9) en estas células para el test de
funcionalidad en linea celular. Las células COS-7, como se transfectan en menor proporcion, son
mas utiles que las HEK 293T para validar su eficacia mediante inmunocitoquimica, ya que hay
menos ruido de fondo y se puede visualizar mejor la colocalizacién o no colocalizacion de las
sefales de fluorescencia, ademas de comprobar que no existen sefiales inespecificas en otras
células no transfectadas.

4. 3. TEST DE FUNCIONALIDAD EN LINEA CELULAR

Primeramente, se probo el anticuerpo anti-GFP. Para ello, se transfectaron (utilizando PEI)
células COS-7 con el plasmido CMV-GFP-IRES-CRE (KASPAR et al, 2002), con el fin de
sobreexpresar GFP, la proteina objetivo, en estas células. A continuacioén, se procedio6 a realizar
un ensayo de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo anti-GFP como anticuerpo primario
de manera directa (a dilucién 1:1) y diluido en proporcién 1:5 en solucion de bloqueo. Se usaron
dos anticuerpos secundarios anti-ratén distintos: un anticuerpo que reconoce todos los subtipos
de las IgGs de ratdn y otro que reconoce especificamente el alotipo IgG2a (al cual pertenecen anti-
GFP y anti-PSD-95) (Figura 10). Los resultados del ensayo inmunocitoquimico mostraron que las
células se transfectaron correctamente con la proteina objetivo (Figura 10(c), (d)), con una
proporcion de transfeccion que se corresponde con lo esperado (un 10% aproximadamente). Por
otro lado, se puede observar que el anticuerpo anti-GFP reconoci6 especificamente la GFP
transfectada (Figura 10(e) - (h)), al colocalizarse la sefial del anticuerpo con la de la GFP.

En lo que respecta a la dilucion del anticuerpo primario, vemos que funciona adecuadamente
tanto a dilucién 1:1 como a 1:5, lo que permite aumentar el rendimiento del anticuerpo que se
produzca, dado que la sensibilidad y la especificidad del anticuerpo son iguales a ambas
diluciones. En cuanto al anticuerpo secundario especifico contra el alotipo IgG2a; los resultados
muestran que el patréon de las sefiales obtenidas utilizando dicho anticuerpo coinciden con las del
anticuerpo secundario que reconoce cualquier IgG de ratén, siendo capaz de detectar la proteina
recombinante. Cabe mencionar que la sefial obtenida al utilizar el anticuerpo secundario
especifico para IgG2a tiene una intensidad ligeramente mayor que el inespecifico.
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| Células COS-7 |
| Dilucién 1:1 | | Dilucién 1:5 |

DAPI

GFP

anti-GFP // 1gG

ant-GFP // 1gG2a

(8) (h)
Figura 10. Validacion del anticuerpo anti-GFP en la linea celular COS-7. (a-b) Ndcleos celulares marcados con DAPI. (c-d)
Expresion de la proteina GFP en las células transfectadas. (e) Deteccién de GFP mediante anticuerpo anti-GFP a dilucion 1:1
y anticuerpo secundario anti-ratén. (f) Anticuerpo anti-GFP a dilucién 1:5 y anticuerpo secundario anti-ratén. (g) Anticuerpo
anti-GFP a dilucion 1:1 y anticuerpo secundario anti-ratén especifico contra IgG2a. (h) Anticuerpo anti-GFP a dilucién 1:5y

anticuerpo secundario anti-ratén especifico contra IgG2a. Ambos anticuerpos secundarios se utilizaron a dilucién 1:500.
Barra de escala: 20 um.
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A continuacion, se validd el anticuerpo anti-PSD-95 en linea celular. Se transfectaron células COS-
7 con la proteina objetivo PSD-95, utilizando el plasmido PSD-95-pTagRFP (adquirido a través de
Addgene®). Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo anti-PSD-95 producido y con un
anticuerpo secundario anti-ratén (Figura 11). En este caso, y de aqui en adelante, se utilizara
Unicamente anticuerpo secundario anti-ratén inespecifico (contra IgG de ratén) por cuestiones
de disponibilidad. Los resultados ponen de manifiesto que la transfeccién de la proteina objetivo
PSD-95 se llevé a cabo con éxito (Figura 11(b)), asi como que el anticuerpo recombinante es capaz
de reconocer satisfactoriamente dicha proteina (Figura 11(c)).

| Células COS-7 |

| DAPI | | PSD95 | | anti-PSD-95 // IgG |

(b)
Figura 11. Validacion del anticuerpo anti-PSD-95 en la linea celular COS-7. (a) Nucleos celulares marcados con DAPI. (b)

Expresion de la proteina PSD-95 en las células transfectadas. (c) Deteccion de PSD-95 mediante anticuerpo anti-PSD-95 a
dilucién 1:1 y anticuerpo secundario anti-ratén a dilucién 1:500. Barra de escala: 10 um.

Posteriormente, se probd el funcionamiento en linea celular del anticuerpo anti-VGIuT1,
siguiendo exactamente el mismo procedimiento que se ha descrito arriba para el anticuerpo anti-
PSD-95, pero cambiando la proteina objetivo (y utilizando el anticuerpo anti-VGluT1
recombinante). En este caso, las células COS-7 se transfectaron con el plasmido pCAG vGlutl
mCherry (KwoON et al, 2016) (también adquirido a través de Addgene®). El ensayo
inmunocitoquimico revela que la transfecciéon se dio correctamente (Figura 12(b)) y que el
anticuerpo anti-VGIuT1 reconoce la proteina objetivo con suficiente especificidad y sensibilidad
(Figura 12(c)), al colocalizarse las sefiales correspondientes a VGIuT1 y anti-VGIuT1.

| Células COS-7 |

| DAPI | | VG IuT1 | | antiVGIuT1// IgG |

Figura 12. Validacién del anticuerpo anti-VGIuT1 en la linea celular COS-7. (a) Nucleos celulares marcados con DAPI. (b)
Expresion de la proteina VGIuT1 en las células transfectadas. (c) Deteccidén de VGIuT1 mediante anticuerpo anti-VGIuT1 a
dilucién 1:1 y anticuerpo secundario anti-ratén a dilucion 1:500. Barra de escala: 10 um.
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4. 4. PRODUCCION DE LOS ANTICUERPOS RECOMBINANTES A MEDIANA ESCALA

Tras comprobar que los anticuerpos recombinantes producidos anti-GFP, anti-PSD-95 y anti-
VGIuT1 funcionan adecuadamente en la linea celular COS-7, se pueden producir a mayor escala 'y
ser testados en cultivo neuronal primario. No obstante, no se dispone de plasmidos que
provoquen la expresién de las proteinas objetivo GluR1 y Ank-G, por lo que los anticuerpos anti-
GluR1 y anti-Ank-G se probaron directamente en neuronas. Dado que el anticuerpo anti-GFP fue
el primero en validarse en células COS-7, también fue el primero que se produjo a mediana escala.
Para ello, se realiz6é una maxiprep en lugar de una miniprep, con el fin de extraer una mayor
cantidad de DNA plasmidico, y se transfectaron ocho frascos de 75 cm? sembrados con células
HEK 293T. El sobrenadante de estas células se recogi6 a las 48 y alas 72 horas de la transfeccion.
Ambos sobrenadantes se mezclaron y se consiguié un total de 80 mL de sobrenadante con
anticuerpo anti-GFP. El resto de los anticuerpos no se pudieron producir a mediana escala debido
al excepcional Estado de alarma, establecido por la crisis sanitaria ocasionada por el COVID-19
(Real Decreto 463/2020, de 14 de marzo).

4.5.TEST DE FUNCIONALIDAD EN CULTIVO NEURONAL PRIMARIO

En aras de comprobar la funcionalidad del anticuerpo anti-GFP en neuronas, se transfect6 cultivo
neuronal primario con el pldsmido CMV-GFP-IRES-CRE (KASPAR et al, 2002) mediante
electroporaciéon. Posteriormente se utilizé el anticuerpo anti-GFP producido tanto a pequefia
como a mediana escala para su deteccién y ambos arrojaron los mismos resultados. Concluimos,
pues, que el anticuerpo anti-GFP recombinante producido a mediana escala es capaz de detectar
con éxito la proteina GFP en neuronas. En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos
utilizando anti-GFP producido a mediana escala en células HEK 293T como anticuerpo primario.

| N euronas |

| DAPI | | GFP | | anti-GFP // IgG |

(b) (c)

Figura 13. Validacion del anticuerpo anti-GFP en cultivo neuronal primario. (a) Nucleos celulares marcados con DAPI. (b)
Neurona transfectada expresando GFP. (c) Deteccion de GFP mediante anticuerpo anti-GFP a dilucidn 1:1 y anticuerpo
secundario anti-ratén a dilucién 1:500. Barra de escala: 20 um.

Previamente se establecié que el anticuerpo anti-GFP funcionaba adecuadamente a una dilucién
1:5 en linea celular (Figura 10(f), (h)). Para comprobar cuanto se puede optimizar la produccién
de este anticuerpo al usarse en neuronas, se prepararon tres diluciones distintas de este: 1:2, 1;10
y 1:50. Se utiliz6 el anticuerpo recombinante producido a mediana escala en células HEK 293T.
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Los resultados del ensayo inmunocitoquimico realizado (Figura 14) indicaron que las neuronas
se transfectaron correctamente con la proteina objetivo GFP (Figura 14(d) - (f)) y que el
anticuerpo recombinante anti-GFP producido detecta dicha proteina practicamente con la misma
eficiencia al utilizarlo de forma directa (Figura 13(c)) que a las diferentes diluciones testadas
(Figura 14(g) - (i)), ya que la intensidad de las sefiales obtenidas es muy similar.

| N euronas |

| Dilucion 1:2 | | Dilucién 1:10

DAPI

anti-GFP // 1gG

(8) (h) (i)
Figura 14. Optimizacion de la diluciéon del anticuerpo anti-GFP en cultivo neuronal primario. (a-c) Nucleos celulares
marcados con DAPI. (d-f) Neuronas transfectadas mediante electroporacién expresando GFP. (g-i) Deteccion de GFP
mediante anticuerpo anti-GFP a diferentes diluciones y anticuerpo secundario anti-ratén a dilucion 1:500: (g) Anticuerpo
anti-GFP a diluciéon 1:2. (h) Anticuerpo anti-GFP a dilucién 1:10. (i) Anticuerpo anti-GFP a dilucidn 1:50. Barra de escala: 20
pm.

Como se ha mencionado anteriormente, los anticuerpos anti-GluR1 y anti-Ank-G no se pudieron
probar en la linea celular COS-7 porque no se dispone de plasmidos que las codifiquen y estas
células no expresan naturalmente estas dos proteinas objetivo. Asi pues, se hace necesario
testarlas directamente en cultivo neuronal primario.
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En lo que respecta al anticuerpo anti-GluR1, se sabe que este receptor iénotropico de glutamato,
que es uno de los principales receptores de neurotransmisores del sistema nervioso central, se
expresa tanto en la superficie del soma neuronal (en la membrana plasmatica) como en todo el
arbol dendritico, aunque la expresién en el soma es mayor (RICHMOND et al., 1996).

En este ensayo, se observd fluorescencia en las dendritas y en los somas neuronales (Figura 15(c),
(d)), presentando los somas una mayor intensidad de sefial (Figura 15(d)). Si consultamos la
literatura cientifica disponible, vemos que estos resultados coinciden con los obtenidos en otros
ensayos inmunocitoquimicos e inmunohistoquimicos para la localizaciéon de GluR1 (PICKARD et
al, 2000; BAUDE et al, 2007; DENG et al., 2007; AL RAHIM Y HOSSAIN, 2013). En definitiva, y de
acuerdo alos resultados obtenidos, podemos concluir que el anticuerpo recombinante anti-GluR1
reconoce este receptor de glutamato con sensibilidad y especificidad apropiadas y es apto para
ser usado en el ambito de la neurobiologia.

| N euronas |

DAPI

ant-GIluR1 // I1gG

(c) (d)

Figura 15. Validacion del anticuerpo anti-GIuR1 en cultivo neuronal primario. (a, b) Nucleos celulares marcados con DAPI.
(c, d) Deteccién de GIuR1 mediante anticuerpo anti-GluR1 a dilucidn 1:1 y anticuerpo secundario anti-ratén a dilucién 1:500.
(a, c) Barra de escala: 20 um. (b, d) Barra de escala: 10 um.

Por ultimo, se comprobd la funcionalidad del anticuerpo recombinante anti-Ank-G (Figura 16).
La proteina Ank-G regula la sinapsis GABAérgica en el segmento inicial del axdn, expresandose
por tanto en dicha estructura entre los dominios somatodendritico y axonal, y jugando un papel
clave en su desarrollo y maduracién (HEDSTROM et al., 2007; FREAL et al., 2016; JONES et al., 2016;
NELSON et al., 2018; SCHLUTER et al,, 2019).
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Como se puede observar, la sefial obtenida en el ensayo inmunocitoquimico se localiza en el
segmento inicial del ax6n (Figura 16(c), (d)); por ello, se concluyé que el anticuerpo anti-Ank-G
funciona adecuadamente, reconociendo la proteina Ank-G en cultivo neuronal primario.

| N euronas |

DAPI

(b)

anti-Ank-G // I1gG

(d)

Figura 16. Validacion del anticuerpo anti-Ank-G en cultivo neuronal primario. (a, b) Nucleos celulares marcados con DAPI.
(c, d) Deteccion de Ank-G mediante anticuerpo anti-Ank-G a dilucién 1:1 y anticuerpo secundario anti-ratén a dilucién 1:500. (a,
c) Barra de escala: 20 um. (b, d) Barra de escala: 10 um. (c, d) Se destacan con puntas de flecha algunos de los segementos
iniciales del axén.

Es necesario puntualizar que los anticuerpos anti-PSD-95 y anti-VGIuT1 no se pudieron testar en
cultivo neuronal primario debido a la instauracion del Estado de alarma, derivada de la crisis
sanitaria provocada por el COVID-19 (Real Decreto 463/2020, de 14 de marzo). Por el mismo
motivo, también queda pendiente optimizar la dilucién a la que se pueden utilizar los anticuerpos
anti-GluR1, anti-PSD-95, anti-Ank-G y anti-VGIuT1.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que todos los anticuerpos monoclonales
recombinantes producidos reconocen las proteinas objetivo con suficiente sensibilidad y
especificidad. En el caso de los anticuerpos anti-GFP y anti-PSD-95 se comprob6 que también
podian ser detectados utilizando un anticuerpo secundario especifico contra el alotipo IgG2a, lo
que resulta interesante para experimentos de inmunomarcaje multiple o multiplex. Es preciso
sefialar que dicho anticuerpo secundario se prob6 inicamente contra el anticuerpo anti-GFP, pero
al ser idénticas las regiones constantes en los anticuerpos anti-GFP y anti-PSD-95, el resultado no
deberia variar. En el caso de los anticuerpos anti-GluR1, anti-Ank-G y anti-VGIuT1; no se pudo
testar un anticuerpo secundario especifico contra el alotipo IgG1 porque no se disponia de este.
El enfoque experimental fue adaptado de ANDREWS et al. (2019) y los resultados son coherentes
con los presentados en dicho articulo. Por otro lado, el protocolo para la produccién y validacion
de anticuerpos recombinantes se optimiz6. En las etapas tempranas del procedimiento
experimental, es interesante utilizar mas de una linea celular porque, como se ha visto, mientras
que las células HEK 293T presentan un ratio de transfeccion elevado que permite la produccion
de las proteinas recombinantes a mediana escala, las COS-7 facilitan su validacién mediante
inmunofluorescencia. Ademas, existe un enorme potencial de optimizacién en relacién con el
rendimiento de los anticuerpos, dado que el anticuerpo anti-GFP funciona incluso a una dilucién
1:50. Se hace necesario, no obstante, remarcar que los anticuerpos anti-PSD-95 y anti-VGIuT1
todavia han de ser probados en cultivo neuronal primario; se ha de optimizar la dilucién para
anti-GluR1, anti-PSD-95, anti-Ank-G y anti-VGIuT1; y todos deben ser testados en tejido cerebral.

Las proteinas sinapticas tienen dos funciones principales: regulan la liberacion de
neurotransmisores y participan en el desarrollo temprano de las neuronas (KONONENKO et al.,
2013). Los anticuerpos producidos se pueden utilizar como marcadores de la sinapsis, siendo
herramientas imprescindibles para caracterizar las alteraciones del comportamiento. En relaciéon
con estas alteraciones, una funcionalidad cerebral adecuada implica la correcta regulacion del
equilibrio entre la transmisién sinaptica excitatoria e inhibitoria mediante la liberacion
neurotransmisores, y el desequilibrio entre dichos neurotransmisores constituye el origen
comun de los trastornos psiquiatricos (ARORA et al., 2018). Concretamente, este trabajo se ha
desarrollado en el marco de estudio de la esquizofrenia, un trastorno del neurodesarrollo que
afecta al 1.1% de la poblacién humana y cuyos sintomas aparecen en la adolescencia (COLEY Y
Wa0, 2018). La base neurobioldgica de la esquizofrenia es la poda sindptica, es decir, la reduccion
del numero de sinapsis neuronales (SAIZ et al., 2010). En cuanto a la base genética, el gen de riesgo
de la esquizofrenia (Neuregulina 1 o Nrgl) es responsable en gran medida del mecanismo
patolégico y regula la expresion de PSD-95, la proteina de andamiaje principal de la sinapsis
excitatoria (PEDRIQUE Y FAZZARI, 2010). En la esquizofrenia, una PSD-95 deficiente y/o
disfuncional desemboca en una disminucién de la cantidad de espinas dendriticas, que son las
protuberancias en la membrana del arbol dendritico neuronal donde se produce la sinapsis
(CoLEY YWAO, 2018). El resto de las proteinas sinapticas sobre las que versa este trabajo también
influyen en la esquizofrenia, aunque los mecanismos moleculares mediante los cuales promueven
la eliminacién sinaptica permanecen desconocidos en gran medida.

No obstante, la relevancia de estas proteinas para el presente proyecto reside en su capacidad de
funcionar como biomarcadores para estudiar las sinaptopatias. Asi pues, ademas de la
esquizofrenia, también sirven para caracterizar otros trastornos del neurodesarrollo como la
epilepsia, enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad
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de Parkinson, y otros trastornos mentales como la depresion a largo plazo, la ansiedad patolégica,
el trastorno bipolar o la agresividad social (KANDEL et al., 1997; KENDLER et al., 2012; LUONI et al.,
2016; ARDILES et al., 2017).

Por otro lado, en neurobiologia resultan particularmente tutiles los ensayos multiplex (de
inmunomarcaje mutiple). En estos ensayos, se examinan diferentes moléculas objetivo en la
misma muestra simultaneamente, en lugar de en varias muestras por separado. Esto resulta
especialmente ventajoso para estudios realizados sobre tejidos que estén disponibles en
cantidades limitadas, algo habitual en neurociencia, sobre todo si se trabaja con tejido humano.
El enfoque tradicional se basa en utilizar anticuerpos primarios de diferentes especies y después
detectarlos con anticuerpos secundarios especificos para las especies utilizadas, pero estad muy
limitado debido a la falta de anticuerpos disponibles de numerosas especies (ANDREWS et al.,
2019). De hecho, si consultamos The Antibody Registry (ANTIBODYREGISTRY.ORG, 2020), vemos
que de los 2 478 859 anticuerpos registrados (a 28/06/2020), aproximadamente el 84%
provienen de solo tres especies: conejo (45%), ratén (30%) y cabra (9%), representando todas
las demas especies juntas el 16% restante. Por una parte, los anticuerpos de conejo (ya sean
policlonales o monoclonales) no son ideales para los ensayos multiplex, ya que, a diferencia de la
mayoria de los mamiferos, los conejos no producen IgG de subclases distintas sino solo una IgG
genérica Unica (KNIGHT et al, 1985; ANDREWS et al, 2019). Por otra parte, los anticuerpos
secundarios son mayoritariamente de cabra, y en este caso son todos policlonales, lo que reduce
su especificidad. En cambio, la utilidad de los anticuerpos monoclonales de ratén en ensayos
multiplex se ve potenciada por la existencia de las cuatro subclases o alotipos IgG1, IgG2a, IgG2b
e IgG3 (MANNING et al.,, 2012). Asimismo, los anticuerpos secundarios anti-ratén son capaces de
reconocer de manera especifica y fiable los diferentes alotipos (ANDREWS et al., 2019), de hecho,
en este proyecto se ha comprobado la funcionalidad de un anticuerpo secundario contra las IgG2a
de ratén recombinantes producidas. De este modo, la posibilidad que ofrecen los anticuerpos
recombinantes de cambiar su alotipo, isotipo e incluso su especie faicilmente es una gran ventaja,
ya que se pueden implementar nuevas combinaciones de anticuerpos, lo que a su vez nos lleva a
poder identificar mas proteinas en un mismo tejido, permitiendo asi una mejor comprension de
la arquitectura molecular de este.

Por otra parte, es muy notable la diferencia del coste econémico entre los anticuerpos
monoclonales utilizados tradicionalmente para detectar las proteinas GluR1, GFP, PSD-95, Ank-G
y VGIuT1 y los plasmidos utilizados para producir los anticuerpos recombinantes en este
proyecto. Mientras que el precio de los primeros ronda los 400€ por 100 pL (Thermo Scientific™),
los plasmidos codificantes para los anticuerpos recombinantes utilizados en este trabajo cuestan
67€ (Addgene®); y se pueden producir cantidades mucho mayores de anticuerpo, que ademas se
pueden diluir y seguir siendo funcionales. De esta manera, es indudable que los anticuerpos
recombinantes son mucho mas rentables.

Finalmente, la comunidad cientifica es partidaria de sustituir los anticuerpos utilizados
tradicionalmente por anticuerpos recombinantes, debido a las ventajas que estos ultimos
presentan respecto a los primeros en cuanto a afinidad, especificidad, reproducibilidad, velocidad
de generacion e inmunogenicidad; sin olvidar que es una tecnologia que no precisa de animales,
cumpliendo asi con el principio de reemplazo. De hecho, ya se estan definiendo estrategias para
validar e introducir estos anticuerpos en el mercado y conseguir reemplazar totalmente a los
anticuerpos producidos por animales (GROFF et al., 2020).
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede concluir que:

1. Los anticuerpos monoclonales recombinantes anti-GluR1, anti-GFP, anti-PSD-95, anti-
Ank-G y anti-VGIuT1 pueden producirse utilizando lineas celulares.

2. La linea celular HEK 293T resulta o6ptima para la produccién de anticuerpos
monoclonales recombinantes a mediana escala.

3. Los anticuerpos monoclonales recombinantes producidos son funcionales y reconocen
las proteinas GFP, PSD-95 y VGIuT1 cuando se sobreexpresan en lineas celulares o cultivo

primario neuronal.

4. Los anticuerpos monoclonales recombinantes producidos son funcionales y reconocen
las proteinas GluR1 y Ank-G en cultivo primario neuronal.
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Figura suplementaria 1. Esquema de la recombinacion V(D)J en las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas a partir de
segmentos génicos del linfocito B germinal. El locus de una inmunoglobulina estd organizado en diferentes segmentos:
segmento génico variable (V), de diversidad (D), de unién (J) y constante (C). La region variable comprende los segmentos
génicos V, D y J se genera por recombinacion aleatoria de estas secuencias. L = secuencia lider. Las recombinaciones
somaticas se dan gracias a la accidn de genes activadores de recombinacién (RAG), que codifican los enzimas RAG-1 y RAG-
2, los cuales separan, mezclan y vuelven a unir los genes VDJ. Las diferentes combinaciones de VDJ pueden dar lugar hasta a

102 clones de células B diferentes (BAckHAUS, 2018).
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Figura suplementaria 2. A) Esquema de los elementos del pldasmido de expresion del anticuerpo anti-GluR1. Se destacan en
rojo los enzimas utilizados y sus sitios de corte. B) ORF1: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena ligera. C)
ORF2: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena pesada. Figura adaptada de Addgene
(http://n2t.net/addgene:114483; RRID: Addgene_114483).
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Figura suplementaria 3. A) Esquema de los elementos del plasmido de expresion del anticuerpo anti-GFP. Se destacan en
rojo los enzimas utilizados y sus sitios de corte. B) ORF1: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena ligera. C)
ORF2: inserto correspondiente al dominio varibale de la cadena pesada. Figura adaptada de Addgene
(http://n2t.net/addgene:114492; RRID: Addgene_114492).
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Figura suplementaria 5. A) Esquema de los elementos del plasmido de expresidn del anticuerpo anti-Ank-G. Se destacan en
rojo los enzimas utilizados y sus sitios de corte. B) ORF1: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena ligera. C)
ORF2: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena pesada. Figura adaptada de Addgene
(http://n2t.net/addgene:128635; RRID: Addgene_128635).
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Figura suplementaria 6. A) Esquema de los elementos del plasmido de expresidn del anticuerpo anti-VGIuT1. Se destacan
en rojo los enzimas utilizados y sus sitios de corte B) ORF1: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena ligera.
C) ORF2: inserto correspondiente al dominio variable de la cadena pesada. Figura adaptada de Addgene
(http://n2t.net/addgene:128638; RRID: Addgene_128638).
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50kDa

Figura suplementaria 7. Analisis mediante Western blot de la expresion de los anticuerpos recombinantes en las lineas
celulares HEK 293T y COS-7. Tras realizar una SDS-PAGE con los distintos sobrenadantes, se transfirieron las proteinas a una
membrana de PVDF. A) Tincién inespecifica con rojo Ponceau S de la membrana que contiene las proteinas del sobrenadante
de ambas lineas celulares. Se pueden observar la totalidad de proteinas transferidas electroforéticamente. B) Membrana de
PVDF después de ser incubada con anticuerpo secundario anti-ratéon marcado con HRP a dilucion 1:2000. 1: anti-GIuR1; 2:
anti-GFP; 3: anti-PSD-95; 4: anti-Ank-G; 5: anti-VGIuT1, 6: GFP. Se observan bandas a aproximadamente 50 kDa en los pocillos
1,2 y 3 del sobrenadante de las células HEK 293T, que corresponde al peso molecular de una cadena pesada de un anticuerpo.
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