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Caracterizacion y validacion de anticuerpos recombinantes como
herramienta neurobioldgica para el estudio de las conexiones sinapticas

Resumen: Durante el avance en el entorno cientifico, el uso de anticuerpos ha sido de gran
utilidad para la cuantificacién y localizacién de proteinas en las muestras bioldgicas. De este
modo, es prioritario refinar las técnicas para hacerlas mas eficaces, rapidas, y acorde con los
nuevos entendimientos bioéticos.

En la actualidad, la mayor parte de los anticuerpos que se utilizan en el dmbito cientifico
proceden de origen animal, hecho que desencaja con el principio de las Tres Erres (reemplazar,
reducir y refinar). El amplio abanico de oportunidades que nos ofrece el uso de anticuerpos
recombinantes no solo supone un progreso desde el punto de vista ético, sino que plantea un
gran numero de ventajas: una mayor velocidad y uniformidad de la produccidn; el
abaratamiento de los procesos en ausencia de animales; y la posibilidad de cambiar la especie,
isotipo y subtipo del anticuerpo, pudiendo afinar su especificidad seguin nos complazca.

El objetivo de este trabajo consiste en la caracterizacién y validaciéon de cinco anticuerpos
monoclonales recombinantes que actian como marcadores neuronales y sinapticos. Para ello,
se transfectaron los pldsmidos codificantes para estos cinco anticuerpos monoclonales
recombinantes en la linea celular HEK 293T. La eficacia de nuestros anticuerpos se testd para
asegurar su multidisciplinariedad en procesos de Western Blot, en cultivos neuronales y en
muestras histolégicas cerebrales.

En conclusion, los anticuerpos recombinantes producidos servirdn para reconocer marcadores
neuronales y sindpticos de forma especifica. No obstante, no es su Unica frontera, pues
establecer esta tecnologia tiene un impacto en la produccion de anticuerpos monoclonales de
relevancia médica, asi como en el tratamiento de enfermedades infecciosas como el Sars-
Covid19, o en terapia inmunoldgica u oncolégica.
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Characterization and validation of recombinant antibodies as a
neurobiological tool for the study of synaptic connections

Abstract: During the progression of the scientific environment, the use of antibodies has been
very useful for the quantification and localization of proteins in biological samples. Thus, itis a
priority to refine the techniques to make them more effective, faster, and in accordance with
the new bioethical frames.

At present, most of the antibodies used in the scientific field are from animal origin, disagreeing
with the Three Rs principle (replace, reduce and refine). The use of recombinant antibodies,
besides being a more ethical choice, also represent a great number of advantages: greater speed
and uniformity of production; cheaper processes in the absence of animals; and the possibility
of changing the species, isotype and subtype of the antibody, being able to fine-tune its
specificity as we please.

The objective of this project consists in the characterization and validation of five recombinant
monoclonal antibodies that act as neuronal and synaptic markers. For this, the plasmids whose
sequence codes for these five recombinant monoclonal antibodies were transfected into the
HEK 293T cell line. The efficacy of our antibodies was tested to ensure their multidisciplinarity
in western blot processes, in neuronal cultures, and in cerebral histological samples.

In conclusion, the recombinant antibodies produced will serve to recognize neuronal and
synaptic markers specifically. However, its frontiers are wider, since establishing this technology
means an impact on the production of monoclonal antibodies of medical relevance, such as the
treatment of infectious diseases like Sars-Covid19, or in immunological and oncological
therapies.

Key words: Neurobiology; recombinant monoclonal antibodies; synapse; neuron; western blot;
immunofluorescence; recombinant plasmids.
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1. Introduccion

El cuerpo se encuentra expuesto a una gran variedad de patdgenos y toxinas presentes en
nuestro alrededor. En condiciones normales esto no supone ningln inconveniente, pues los
organismos han desarrollado mecanismos para evitar estos ataques. Estos mecanismos se
conocen como “respuesta inmune” y son abordados por el sistema inmunolégico, un conjunto
de moléculas, células y tejidos que actian en conjunto para asegurar el correcto funcionamiento
del organismo (Reyes Martin, E. et al., 2013).

Las capacidades del sistema inmune se pueden dividir en dos vertientes: lainmunidad natural o
innata, y la inmunidad especifica o adquirida. En un primer contacto con un elemento externo
se activa la inmunidad natural o innata, que son aquellas defensas inespecificas de cardcter
genérico, como la inflamacidn, la fagocitosis, o la propia barrera de la piel (Murphy, K. M., 2017).
Por otro lado, se induce la inmunidad especifica o adquirida, una respuesta antigeno especifica
que se activara en futuros encuentros con el agente infeccioso (Reyes Martin, E. et al., 2013).
Un antigeno es una porcién de una molécula que puede provocar una respuesta inmunitaria. En
el caso de la inmunidad especifica o adquirida, esta respuesta sera mediada por la producciéon
de anticuerpos (Murphy, K. M., 2017).

1. 1. 1. Elrolde los anticuerpos en el sistema inmune

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (lgs), son moléculas producidas por
los linfocitos B y células plasmaticas (inmunidad especifica o adquirida) (Murphy, K. M., 2017).
La superficie de unién de los anticuerpos tiene la capacidad para enlazarse de forma no
covalente con una amplia gama de estructuras, desde el rango de pequefias moléculas (o
haptenos), hasta moléculas de gran complejidad, como proteinas y polisacaridos. Ademas, esta
unién es tan selectiva que son capaces de unirse de forma estrecha y especifica contra los
epitopos (porcién de reconocimiento de un antigeno) dentro de una mezcla de moléculas
distintas (Weis-Garcia, F., & Carnahan, R. H., 2017). Como se encuentran en la sangre y en el
liquido extracelular, forman la llamada “inmunidad humoral”’, permitiéndoles libre acceso a los
patdgenos y toxinas que puedan detectar en este medio y evitando su difusidn por el interior de
las células y el resto del cuerpo. No obstante, su gran tamafio les impide atravesar la membrana
plasmatica de las células ya infectadas. Como alternativa, el sistema inmune cuenta con otro
tipo de inmunidad adquirida mediada por los linfocitos T, la “inmunidad celular”. Los linfocitos
T reconoceran las células infectadas por virus y por microorganismos intracelulares para
orquestar la eliminacion de estas células (Abbas, A. K., 2020; Murphy, K. M., 2017).

La respuesta mediada por anticuerpos precisa de la maduracién de los linfocitos B. Estas células
cuentan con una serie de receptores de membrana que son afines a un mismo epitopo. Si se
produce un contacto estrecho entre este epitopo y el receptor de membrana, se inducira la
maduracién del linfocito B (Murphy, K. M., 2017). A continuacion, estos linfocitos B produciran
grandes cantidades de anticuerpos, que seran secretados en el medio extracelular y tendran una
vida media de tres semanas en el organismo. Estos anticuerpos presentan la misma afinidad que
los receptores de membrana de su linfocito B productor. En otras palabras, todos los anticuerpos
producidos por un mismo linfocito B reconocerdn el mismo epitopo (Abbas, A. K., 2020).

Los mecanismos de accidén de los anticuerpos en el organismo son muy amplios. (1) Juegan un
papel fundamental en la “neutralizacién”, un proceso que consiste en la unidon de las
inmunoglobulinas a los receptores celulares de los patdgenos y sus productos. De esta forma,
se bloquean sus mecanismos de entrada al interior de las células. Este proceso es muy



importante para combatir infecciones viricas, ya que evita la entrada de los viriones y su
replicacion en el interior de las células (Abbas, A. K., 2020). (2) La neutralizacién no impide la
replicacion bacteriana, tarea abarcada por el proceso de “opsonizacién”. Este mecanismo
consiste en el marcaje de un patdgeno para su ingestidn por las células fagociticas. El marcaje
es realizado por los anticuerpos, uniéndose a la capa externa bacteriana. Finalmente, los
receptores Fc de los fagocitos reconoceran la fraccién constante de los anticuerpos y se dara
lugar a la fagocitosis (Murphy, K. M., 2017). (3) También intervienen en la activacion del
complemento. El sistema del complemento es un grupo formado por treinta tipos distintos de
proteinas plasmaticas que actdan en conjunto depositdndose en la superficie celular de los
patdégenos. Los anticuerpos facilitan este tipo de adhesién, derivada en la lisis celular o en la
fagocitosis. En este caso, la fagocitosis es mediada por los receptores del complemento (Reyes
Martin, E. et al., 2013).

1. 1. 2. Estructuray tipos de anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas pertenecientes a la familia de las glucoproteinas de tipo gamma
globulina. Poseen una forma de “Y” en la que se distinguen dos regiones variables (V) idénticas,
y una regién constante (C) (Murphy, K. M., 2017). Tienen un gran peso molecular (150-180 kDa
de media), que se distribuye en dos cadenas pesadas (H) de 55 a 70 kDa y otras dos cadenas
ligeras (L) de 24 kDa (Figura 1) (Abbas, A. K., 2020). Las cadenas estan constituidas por la
repeticién de dominios similares de una longitud cercana a los 110 aminoacidos, formando
plegamientos discretos llamados “dominio de inmunoglobulina” (Murphy, K. M., 2017; Chiu M.
L. et al., 2019).

Las cadenas pesadas contienen cuatro dominios secuenciales (Cnl, Cu2, Cu3 y Vi), mientras que
las cadenas ligeras solo tienen dos (C. y V.). Estas secciones se disponen de tal forma que
podemos diferenciar tres dominios estructurales en un anticuerpo: una region Fc (fraccion
cristalizable) compuesta por Cy2 y Cu3, y dos regiones Fab (fraccion de unién al antigeno)
formadas por C_y V. junto a Cyl y V4 (Figura 1) (Chiu M. L. et al., 2019). Cada par de cadenas es
idéntico entre si, donde las cadenas pesadas estdn unidas reciprocamente por puentes disulfuro
Yy, a su vez, cada cadena pesada se une a una cadena ligera por otro puente disulfuro (Murphy,
K. M., 2017). La zona en la que se encuentran las Fabs y la Fc se conoce como “dominio de
bisagra”, y es una region rica en los aminodcidos prolina, treonina y serina. Esta region
proporciona a la estructura movimiento lateral y rotacién, favoreciendo la capacidad del
anticuerpo para unirse a los antigenos en un plano tridimensional (Lipman, N. S. et al., 2005).
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Figura 1. Estructura clasica de un anticuerpo. La estructura del anticuerpo se divide en la regién Fab, destinada a la
unién del antigeno, y la regién Fc, mediadora de la actividad biol6gica. Se distinguen las cadenas pesadas (H) en verde
claro, de las cadenas ligeras (L) en verde oscuro, con sus regiones variables (V) y constantes (C). Cada cadena esta
compuesta por sus respectivos dominios: Cul, Cv2, Cu3 y VH en la cadena pesada, y C. y VL. en la cadena ligera. Los
puentes disulfuro orquestan la formacién de estos dominios de cadena, asi como la unién de la cadena ligera con la
cadena pesada. Asi mismo, los puentes disulfuro también forman el dominio de bisagra (“Hinge regién”), donde se
encuentran las dos cadenas pesadas (Chiu M. L. et al.,, 2019). Imagen modificada de la web “Antibody Structure”
(ANTIBODY STRUCTURE AND FUNCTION | SINO BIOLOGICAL, 2021)

Los anticuerpos presentan disparidades estructurales entre si. Para empezar, se pueden
diferenciar dos tipos de cadena ligera, lambda (A) y kappa (k). Los anticuerpos con cadena ligera
de tipo lambda son levemente mas flexibles. Esta propiedad viene dada por la presencia en su
cadena de un aminoacido de mas. No obstante, no se han encontrado diferencias significativas
entre la funcionalidad de ambos (Chiu M. L. et al., 2019). Su ratio de expresion es caracteristico
de cada especie, presentandose, por ejemplo, con una proporcidn 20k:1A en ratones y 2k:1A en
humanos (Murphy, K. M., 2017). Por otro lado, los diferentes tipos de cadena pesada dan lugar
a la gama de isotipos de los anticuerpos, diferenciandose en cinco clases en humanos (entre
paréntesis, el nombre que recibe su cadena pesada): IgM (), IgD (6), 1gG (y), IgA (a), and IgE (g).
Cada uno tiene un rol especifico en la respuesta inmune adaptativa (Figura suplementaria 1)
(Chiu M. L. et al., 2019).

Previamente se ha descrito la estructura del anticuerpo mas comun en el cuerpo humano, las
IgGs, pero ciertos isotipos presentan cambios respecto a la estructura “estandar”. Las IgMs y las
IgEs contienen un dominio constante de mas. Asi mismo, las IgMs y las IgAs presentan una
glicoproteina adicional llamada “cadena J”. Esta glicoproteina les permite adoptar una
disposicidn cuaternaria, formando dimeros y pentameros entre ellas (Figura 2) (Abbas, A. K.,
2020; Chiu M. L. et al., 2019). Las propiedades funcionales de las clases principales dependen de
la disposicion del extremo carboxilo terminal de la cadena pesada, donde no esta asociada a la
cadena ligera. Una vez reconocido este segmento, se inducird una cascada metabdlica especifica
(Murphy, K. M., 2017).
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Figura 2. Clases de anticuerpos en humanos. Los diferentes anticuerpos se distinguen por su estructura. Las IgGs
representan el modelo estandar del anticuerpo. A partir de él, una de las diferencias mas notorias se encuentra en que
las IgMs y las IgEs contienen un dominio méas de cadena pesada. Asi mismo, también muestran una distinta longitud en
sus bisagras. Finalmente, las IgMs, y las IgAs son capaces de formar estructuras cuaternarias a partir de una serie de
componentes, entre los que destaca la cadena J (Murphy, K. M., 2017).

En la region variable de la cadena pesada y de la cadena ligera se encuentra el paratopo, la
region del anticuerpo encargada de unirse al antigeno. Esta zona esta formada por las regiones
determinantes de complementariedad (CDRs), compuestas por secuencias de aminodcidos
Unicas que conforman el sello de identidad de cada anticuerpo (Weis-Garcia, F., & Carnahan, R.
H., 2017). La diversidad de las regiones variables de ambas cadenas se produce por
recombinacién genética, denominada recombinacién V(D)] para la cadena pesada vy
recombinacién VJ para la cadena ligera. En este fendmeno intervienen los genes V, D y J (Figura
suplementaria 2) (Abbas, A. K., 2020). La combinacion de segmentos de estos genes puede dar
lugar hasta un valor tedrico de un milldn de combinaciones de secuencias distintas. Si a este
hecho se le suman las modificaciones post traduccionales como la glicosilacién y la sulfatacién
de tirosina, o las posibles mutaciones que puedan producirse en las secuencias, entendemos
gue este numero es aun mayor, y que el sistema inmune cuenta con una gran capacidad de
especializacion en su tarea de reconocimiento de antigenos (Chiu M. L. et al., 2019). Cada Fab
contiene seis CDRs, tres de cada cadena (V.1, V.2, V.3, Vul, V42 y Vi3). EI CDR V43 es el que
expresa una mayor variabilidad en secuencia, longitud y estructura. Para el reconocimiento de
antigenos no siempre es necesaria la colaboracidn de todos los CDRs (Murphy, K. M., 2017; Chiu
M. L. et al., 2019).

Es importante destacar que la descripcidn de estos apartados representa a los anticuerpos que
se pueden encontrar en humanos, en ratones, y en la mayoria de los mamiferos. Sin embargo,
se ha descubierto la capacidad de ciertos mamiferos para producir anticuerpos carentes de
cadena ligera. Estos anticuerpos son totalmente capaces de reconocer antigenos y de generar
una respuesta inmunolégica (Murphy, K. M., 2017). Los mamiferos en cuestién pertenecen a la
familia de los camélidos y producen las llamadas inmunoglobulinas de solo cadena pesada
(hclgGs) (Arbabi-Ghahroudi M. et al., 2017). El dominio de la regién variable de la cadena pesada
(Vh) de las hclgGs tiene una peculiaridad especial: en si misma ya tiene la capacidad completa
de unirse a antigenos. De este modo, se han desarrollado anticuerpos bautizados como
nanobodies que se componen solo de estas Vus (Jovéevska, I. et al., 2020). Los nanobodies
presentan la misma afinidad, especificidad, termoestabilidad y solubilidad que los anticuerpos
normales en una estructura mas simple y de menor tamafio (4 nm de largo y en un peso



alrededor de los 15 kDa). Esto los convierte en anticuerpos baratos de producir, menos
inmunogénicos y con una mayor capacidad de penetracidn en tejidos (Arbabi-Ghahroudi M. et
al., 2017). Sus caracteristicas los hacen herramientas ideales para las terapias anticancerigenas,
pues actuan en tejidos tumorales que los anticuerpos normales no serian capaces de atravesar
(Jovcevska, I. et al., 2020). A pesar de ello, su introduccidn en el mercado ha quedado bastante
retrasada por razones de propiedad intelectual (Arbabi-Ghahroudi M. et al., 2017).

La gama de posibilidades que nos ofrece el uso de anticuerpos como terapias y herramientas de
investigacion es muy amplia. Este hecho ha movido la necesidad de desarrollar nuevas técnicas
que faciliten y abaraten su proceso de produccion (Murphy, K. M., 2017). Dentro de la industria
biomédica y biotecnoldgica se suele trabajar con inmunoglobulinas G por su gran versatilidad
(Andrews, N. P. et al., 2019; Suryadevara, N. et al., 2021; Vidarsson, G. et al., 2014). Los
subgrupos que conforman esta clase de inmunoglobulinas son capaces de desembocar una
extensa respuesta inmunoldgica, y en humanos reciben el nombre de IgG1, 1gG2, IgG3 y la IgG4
(Murphy, K. M., 2017). A pesar de que su estructura se mantiene altamente conservada,
presentan diferencias en la disposicidon de las bisagras de unién y en los dominios CH2 de la
regién constante (Vidarsson, G. et al., 2014). En el caso de los ratones, cuyos anticuerpos seran
de gran interés para este proyecto, las subclases se dividen en: IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3
(Andrews, N. P. et al., 2019). La ventaja de producir anticuerpos en modelos de ratén se basa en
su bajo coste de manutencidn, asi como su extendido uso como organismo modelo en el entorno
cientifico (Abbas, A. K., 2020).

1. 2. 1. Anticuerpos policlonales y monoclonales

En presencia de un elemento externo, los linfocitos B generan un céctel de anticuerpos
destinados a reconocer sus zonas antigénicas. Dentro de este céctel se pueden clasificar los
anticuerpos en dos grupos: anticuerpos monoclonales (mAb) y policlonales (pAb) (Murphy, K.
M., 2017). Los anticuerpos monoclonales se producen en un mismo linfocito B y son uniformes
a la hora de reconocer el mismo epitopo. Por el contrario, los anticuerpos policlonales son la
mezcla de anticuerpos producidos por distintos linfocitos con distinta especificidad para una
misma molécula (Nutt, S. L. et al., 2015).

La produccidn a escala industrial de los anticuerpos es posible. De este modo, la eleccion entre
producir anticuerpos monoclonales o policlonales debe tomarse considerando los siguientes
puntos:

(1) La funcionalidad de un anticuerpo depende directamente de la disponibilidad del epitopo,
gue podria encontrarse en una zona de dificil acceso si consideramos la tridimensionalidad de
las moléculas (Chiu M. L. et al., 2019). Los anticuerpos policlonales promueven encuentros
eficientes entre anticuerpo y epitopo, pero podrian producir reactividad cruzada y unirse a
regiones inesperadas. Por el contrario, los anticuerpos monoclonales reconocen la misma region
de forma especifica, pero esta region podria encontrarse en una zona de acceso restringido
(Weis-Garcia, F., & Carnahan, R. H., 2017).

(2) El mecanismo de produccidn a gran escala de los anticuerpos monoclonales y los anticuerpos
policlonales es distinto, y requerira de un instrumental especifico para cada caso.
Tradicionalmente, la produccién de los anticuerpos monoclonales en ratones comienza con la
fusion de células tumorales de mieloma con linfocitos B. Estos linfocitos provienen de un animal
inmunizado repetidamente con el antigeno deseado. Las células hibridas se seleccionan con
medio HAT, y se inyectan en la cavidad intraperitoneal para inducir una ascitis. Finalmente, la
poblacién de hibridomas aumenta mientras produce un mismo anticuerpo de forma ilimitada
(Garcia Merino, A., 2011). En el caso de los anticuerpos policlonales, se introduce directamente



la molécula a la que se pretende generar inmunidad en el cuerpo del animal y se aislan los
anticuerpos de interés del suero (Morales, L. et al., 2017).

(3) Ambos métodos presentan una clara diferencia en cuanto al ritmo y coste de produccién.
Los anticuerpos policlonales se generan de forma mads rdpida, barata y sencilla, pues los
anticuerpos se pueden empezar a recoger tras un par de meses de la inmunizacién del animal.
Por el contrario, la produccién de anticuerpos monoclonales puede retrasarse hasta un afio
completo, ya que la generacion de hibridomas es una técnica muy compleja que requiere una
mayor inversion monetaria y de tiempo (Lipman, N. S. et al., 2005).

(4) Finalmente, los anticuerpos monoclonales presentan una cualidad concreta que le da gran
valor como elemento industrial: su homogeneidad. A pesar de que son menos resistentes a los
cambios de pH, sal y variaciones en los epitopos, muestran unas propiedades uniformes que los
anticuerpos policlonales no pueden ofrecer. Esto los convierte en elementos ideales a la hora
de desarrollar farmacos dirigidos y marcadores celulares (Lipman, N. S. et al., 2005).

Un ejemplo actual del uso de los anticuerpos monoclonales como terapia se muestra en las
infecciones por SARS-CoV-2. Mayoritariamente, los anticuerpos neutralizan el virus mediante el
reconocimiento del dominio de unién de las proteinas Spike (S) del virus. Esta proteina
interactua con un receptor celular, la enzima convertidora de angiotensina 2, para fusionar sus
membranas e infectar las células. Analizando la capacidad neutralizadora de ciertos anticuerpos
gue reconocen epitopos del dominio N-terminal de la proteina S, se planted el disefio de
anticuerpos monoclonales dirigidos como terapias frente a la infeccidn (Suryadevara, N. et al.,
2021).

1. 2. 2. Aspectos éticos y propuesta de mejora

Como se ha explicado anteriormente, queda explicita la necesidad de un mediador animal a la
hora de producir anticuerpos. El uso de animales en la experimentacién ha sido un elemento
clave para la mejora del bienestar del ser humano y de los animales en si mismos. No obstante,
es una situacién que pone en entredicho nuestra moralidad y abre un gran debate cada vez mas
presente tanto en el mundo cientifico, como en la sociedad en general.

La primera legislacién que tomé en cuenta el bienestar animal fue aprobada en el Parlamento
britdnico en 1822, la cual pretendia “prevenir el trato cruel e inapropiado del ganado”. En el
plano de la experimentacion animal, no fue hasta 1860 cuando se empezaron a tener en cuenta
las polémicas que entraron en auge, aunque el desarrollo de estas medidas legislativas se vio
retrasado por la primeray la segunda guerra mundial (Rodriguez Yunta, E., 2007). De este modo,
la primera vez que se contempld el bienestar animal dentro de la ley espafiola fue en 1928,
durante la reforma del cédigo penal de Primo de Rivera. En su articulo 810.42 se consideraba
como delito a “los que publicamente maltrataren a los animales domésticos o los obliguen a una
fatiga excesiva”, pero fue eliminado en los siguientes cddigos y no se volvié a contemplar hasta
el afio 1970 (Rey Sevilla, F. J., 2019). Finalmente, las primeras medidas legislativas sobre la
experimentacidn animal en Espafia empezaron a plasmarse en el REAL DECRETO 223/1988 del
14 de Marzo, las cuales fueron actualizadas de forma progresiva en los afos venideros
(ANIMALES DE LABORATORIO, 2021).

Es importante destacar la publicacion en 1959 del libro “los Principios de la Técnica Experimental
Humana” (del inglés “The principles of humane experimental technique”) por parte del zodlogo
William Russell y del microbiélogo Rex Burch, pues fue uno de los detonantes que cambid el
rumbo de la experimentacidon animal. En él se recoge un estudio sistematico de la ética en las
técnicas de laboratorio, concluyendo con el enunciado del principio de las Tres Erres (3R) (Kirk,
R.G. W., 2017):



- Reemplazar: apostar por métodos que eviten el uso de animales en la investigacion.

- Reducir: usar el menor nimero de animales que permita obtener resultados significativos, asi
como sacar la maxima cantidad de informacion de un mismo animal.

- Refinar: minimizar o aliviar el dolor, sufrimiento o la angustia, asegurando el bienestar de los
animales utilizados.

Este libro sirvié de base para que en 1978 se redactara la Declaracién Universal de los Derechos
del Animal, finalmente aprobada por la UNESCO y la ONU (Rodriguez Yunta, E., 2007). Hoy en
dia, hay una alta regulacién en el uso de animales de laboratorio e industria.

Mantener las intenciones de este dogma en un plano actual es una responsabilidad, pues el
desarrollo cientifico implica un crecimiento inversamente proporcional a la necesidad del uso
de animales. Sin embargo, hoy en dia es imposible eliminar por completo su participacién en el
mundo cientifico, pues somos incapaces de imitar un sistema biolégico de forma artificial. A
pesar de este obstaculo, pequenos cambios son posibles.

En el trabajo expuesto se propone una alternativa a la produccidn de anticuerpos monoclonales
en modelos in vivo, reduciendo los perjuicios generados por las inyecciones, tumores inducidos,
y el estrés provocado durante la reclusién de los animales sometidos a estos largos procesos de
produccioén.

1. 3. 1. Anticuerpos recombinantes

El desarrollo de la ingenieria genética ha permitido sintetizar anticuerpos a voluntad humana,
siendo una propuesta mas ética y eficiente. Entre sus principales avances se pueden destacar:
la humanizacién de los anticuerpos, la modulacién de su afinidad y funciones efectoras, y su
fusidn con moléculas de interés (Chiu M. L. et al., 2019; Langjahr, P., & Sotelo, P., 2016). Todo
ello posibilita la creacidn de terapias dirigidas, pues al comprender la naturaleza y la diversidad
de los epitopos asociados a enfermedades, se pueden desarrollar anticuerpos terapéuticos
disefiados racionalmente (Chiu M. L. et al., 2019). Su uso en terapia no es la Unica frontera que
los anticuerpos recombinantes (R-mAb) estan dispuestos a abarcar, sino que forman una
herramienta muy competente en el ambito de la investigacion. Muchas técnicas modernas
(ensayos ELISA, ensayos de inmunofluorescencia, purificacion de proteinas, etc.) usan
anticuerpos para llevar a cabo sus funciones. Una de las posibilidades que ofrecen consiste en
mezclar diferentes anticuerpos para detectar, de forma simultanea, un gran niumero de dianas
en una misma muestra. En este principio se basa el etiquetado multiplex, una técnica que sera
empleada a lo largo de este estudio. El etiquetado multiplex sélo funciona si los anticuerpos
utilizados proceden de distintas especies o son de diferentes isotipos, pues asi se evita la
reactividad cruzada (Weis-Garcia, F., & Carnahan, R. H., 2017).

Los anticuerpos de ratén presentan una ventaja que los hacen elementos muy interesantes para
el etiquetado multiplex: cada subclase de anticuerpo es eficientemente detectada por un
anticuerpo secundario especifico. No obstante, el mercado cuenta con un desequilibrio en su
oferta: El 69% de los anticuerpos comercializados son anticuerpos 1gG1, tal y como se refleja en
el catdlogo de ThermoFisher Scientific (Andrews, N. P. et al., 2019). Por esta razén, y a modo de
facilitar la gama de elecciéon en el mercado, los anticuerpos producidos en este estudio
pertenecen al grupo de las IgG2a.

Aqui queda retratada la doble ventaja del uso de anticuerpos recombinantes en el campo
cientifico, pues generando anticuerpos con una afinidad y estructura disefiada a conciencia se
resuelven los problemas de inmunogenicidad en los pacientes y los efectos de reactividad
cruzada durante el etiquetado multiple (Andrews, N. P. et al., 2019).



Un método de produccion de los anticuerpos monoclonales recombinantes parte de hibridomas
ya existentes. De este modo, las colecciones de hibridomas criopreservados se inmortalizan en
archivos de secuencia de DNA (Langjahr, P., & Sotelo, P., 2016). Los plasmidos que se utilizaran
en este estudio siguen esta metodologia, generados por Andrews, N. P. et al., 2019 a partir de
hibridomas usados en investigacién neuroldgica. Inicialmente, se extrajo el RNA de los
hibridomas seleccionados para sintetizar el cDNA de las cadenas que codificaban la Vy y V. en
las IgGs. Estas cadenas fueron amplificadas con un set de cebadores descritos por Crosnier C. et
al. (2010). A continuacion, se unieron las cadenas Vy y V. con un fragmento del plasmido P1316
para dar lugar a un Unico vector y, finalmente, lograr un pldsmido de expresién para IgGs. Los
respectivos dominios Vy y Vi de cada plasmido se seleccionaron de forma racional (Andrews, N.
P. et al., 2019).

Las técnicas nombradas en esta seccidn también pueden ser abarcadas por anticuerpos
monoclonales tradicionalmente fabricados. Sin embargo, las caracteristicas que ofrecen los
anticuerpos monoclonales recombinantes aseguran su futuro éxito en el mercado. En primer
lugar, los hibridomas a partir de los que se producen los mAbs exigen una gran inversion
econdmica para mantenerlos vivos, son dificiles de transportar entre laboratorios y, a pesar de
gue sean células “inmortales”, sus genes son inestables. La produccion de R-mAb asegura su
uniformidad y replicabilidad entre laboratorios bajo un mismo protocolo (Andrews, N. P. et al.,
2019). Por otro lado, la produccion de R-mAb entra en concordancia con el principio de las 3Rs.
Esto se debe a que uno de sus postulados llama a reemplazar tanto como sea posible el uso de
animales por procesos in vitro (Rodriguez Yunta, E., 2007).

1. 3. 1. Anticuerpos recombinantes para la neurobiologia

El desarrollo de anticuerpos especificos para las estructuras cerebrales supone una herramienta
de notoria importancia en la investigacion neurobioldgica, pues ayudan a entender los diversos
mecanismos que controlan los procesos sindpticos. La sinapsis es el mecanismo de
comunicacién que se da entre neuronas (Figura 3). En este proceso, la neurona que transmite
la sefial es conocida como célula presinaptica, y la sefial sera recibida por la célula postsinaptica.
Se pueden diferenciar dos tipos de sinapsis segln el modo de transmisién de la sefial: eléctrica
(mediada por la liberacién de iones) o quimica (mediada a través de la liberacién de
neurotransmisores). En este ultimo caso, no existe un contacto anatdomico entre las neuronas,
sino que estan separadas por la hendidura sindptica (Kandel, E. R. et al., 2021). Alteraciones en
la funcionalidad normal de este proceso pueden dar lugar a diversas patologias neuronales,
como esquizofrenia, Parkinson y Alzheimer (Fazzari, P. et al., 2010; Vigneault, E. et al., 2015).
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Figura 3. Sinapsis entre dos neuronas. En esta imagen se distingue la neurona presinaptica, la que envia el mensaje,
de la neurona postsinaptica, que lo recibe. Como las sinapsis quimicas no precisan de un contacto fisico, entre estas
células se sitla la hendidura sinaptica, donde se liberaran los neurotransmisores una vez alcanzado el impulso eléctrico.
Los neurotransmisores estan contenidos en vesiculas sinapticas del ax6n terminal y, una vez son liberados en la
hendidura sinéptica, seran reconocidos por la célula postsinaptica gracias a los receptores de su membrana (Kandel, E.
R. et al., 2021). Imagen editada de la web OpenStax (COMMUNICATION BETWEEN NEURONS - ANATOMY AND
PHYSIOLOGY | OPENSTAX., 2016).

Los anticuerpos producidos durante este proyecto detectan una serie de proteinas con un papel
relevante en la sinapsis. Su desarrollo supondra una herramienta para el estudio de las
alteraciones sindpticas, asi como de sus patologias. Estas proteinas de interés se pueden dividir
en dos grupos: proteinas de marcaje celular (GFAP y Neuregulina 1) y proteinas sinapticas
(VGIlutl, VGlut2, VGIlut3 y Shank3).

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) es el marcador principal de los astrocitos. Los astrocitos
son células altamente implicadas en las conexiones neuronales, pues no solo median estas
interacciones, sino que también participan en su origen (funcién sinaptogénica) (Baldwin, K. T.,
& Eroglu, C., 2017). Asi mismo, se ha descubierto su capacidad para recoger el glutamato
restante tras la sinapsis y devolverlo a la neurona presinaptica (Schober, A. L., & Mongin, A. A,,
2015)

La proteina GFAP se expresa mayormente tras el dafio cerebral, la regeneracion del sistema
nervioso central y en el cerebro envejecido. Es la proteina con mas presencia de los filamentos
intermedios en los astrocitos maduros, proporcionando resistencia mecanica a la membrana
plasmatica dentro del ambiente celular. Este hecho delimitd su concepcién como mera proteina
estructural. Sin embargo, desempefna otros papeles cruciales en el funcionamiento de los
astrocitos, pues esta involucrada en su actividad durante procesos como la regeneracion, la
plasticidad sinaptica y la glicélisis reactiva (Figura 4) (Middeldorp, J. et al., 2011).
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Figura 4. Funciones de los astrocitos en los que la proteina GFAP esta involucrada. En la imagen se enumeran
diferentes funciones de los astrocitos que los hacen elementos indispensables para el correcto funcionamiento
neurolégico (Middeldorp, J. et al., 2011).



Por otro lado, estan las neuregulinas (NRGs), una familia de factores de crecimiento expresadas
de forma pleiotrdpica. Actuan a lo largo de todo el cuerpo a través de sus interacciones con los
receptores tirosina kinasa de la familia ErbB (Kim B. et al., 2013). Median procesos relacionados
con la supervivencia celular, proliferacién, diferenciacidn y organogénesis tanto en el sistema
neuronal, como en el resto del cuerpo. Cuatro genes codifican estas proteinas seializadoras
(NRG1, NRG2, NRG3 y NRG4), siendo NRG1 es el gen mas caracterizado (Shi, L., & Bergson, C.
M., 2020). El gen codificante de Neuregulina 1, la proteina diana en este proyecto, se presenta
con mas de 30 isoformas distintas. Este estudio se centra en su isoforma | y Il, altamente
expresadas en humanos (Fazzari, P. et al.,, 2014; Liu, X et al.,, 2011). La Neuregulina 1 se
encuentra principalmente en el sistema nervioso, alcanzan su mayor nivel de expresion en el
tronco encefdlico y los nlcleos sensoriales, neuronas motoras de la espina dorsal y los ganglios
sensoriales (Kim B. et al., 2013). Un incorrecto funcionamiento de la Neuregulina 1 estd
relacionado con el desarrollo de canceres y trastornos neuropsiquiatricos, como la esquizofrenia
o la bipolaridad (Fazzari, P. et al., 2010; Talmage D. A., 2008). El anticuerpo a producir es
especifico al dominio de unidn a la heparina de la Neuregulina 1 tipo | y II.

Las proteinas transportadoras de glutamato vesicular (VGluts) son una familia de proteinas de
localizacion presinaptica (Liguz-Lecznar, M. et al., 2007). El glutamato es un aminoacido que
actla como neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso. Las VGluts son portadores
dependientes de protones cuya finalidad es la carga del neurotransmisor en las vesiculas
sindpticas. Finalmente, estas vesiculas se fusionaran con la membrana axonal para liberar su
contenido y dar lugar a la sinapsis excitatoria (Malet, M. et al., 2015). Presentan un gran interés
cientifico debido a su implicacién en numerosas patologias cerebrales, como la sordera, la
enfermedad de Parkinson o el Alzheimer (Vigneault, E. et al., 2015). Un alto nivel de glutamato
induce dafios por neurotoxicidad, por lo que el desarrollo de terapias que afecten al
funcionamiento de las VGluts propondria una posible estrategia terapéutica (Liguz-Lecznar, M.
et al., 2007).

VGlutl es una de las proteinas involucradas en la carga del neurotransmisor glutamato en las
vesiculas sindpticas. Se encuentra principalmente en el hipocampo, neocorteza, amigdala,
subiculo y corteza entorrinal y piriforme. La distribucién de VGlut2 se focaliza en el bulbo
olfativo, la capa IV del cértex cerebral, la capa granular del giro dentado, el talamo, el hipotdlamo
y en el tronco encefélico (Liguz-Lecznar, M. et al., 2007). VGIut3 se concentra en el neocértex,
hipocampo, bulbo olfatorio, hipotdlamo, sustancia negra y en los nucleos del rafe, aunque
también tiene un rol principal en las poblaciones neuronales que forman sinapsis de tipo
simétrico (Vigneault, E. et al., 2015). A excepcién de los otros componentes de esta familia,
VGlut3 también se puede encontrar en las dendritas y cuerpos celulares (Liguz-Lecznar, M. et
al., 2007). Tanto VGlutl como VGlut2 se expresan principalmente en neuronas glutamatérgicas
candnicas, mientras que VGIut3 se puede encontrar en neuronas que usan otros
neurotransmisores diferentes al glutamato (Vigneault, E. et al., 2015).

Finalmente se presenta la familia de las Shanks. Estas proteinas estructurales orquestan el
complejo de sefnalizacidn postsindptico de las sinapsis glutamatérgicas (Peca, J. et al., 2011). La
proteina postsindptica Shank3 tiene un rol critico en el desarrollo normal de las conexiones
neuronales y su disrupcién causa comportamientos autistas: incremento en las conductas
repetitivas, alteraciones en las conductas sociales y aumento en los patrones de ansiedad (Peca,
J. et al., 2011). De este modo, se ha encontrado una estrecha relacién entre la presencia de
mutaciones que codifican la proteina Shank3 y el trastorno del espectro autista (TEA). Sin
embargo, es dificil conectar estas condiciones como causa-efecto, porque el TEA es un fenotipo
resultado de la interaccidon entre diversos factores (Qiu, S. et al., 2018).
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2. Objetivos e hipétesis

En el siguiente trabajo se llevara a cabo la caracterizacidn y validacién de cinco anticuerpos
recombinantes cuyas proteinas diana estdn involucradas en los procesos formacion,
mantenimiento y funcién de la sinapsis. Estos anticuerpos son especificos a las siguientes
proteinas: VGIut2, VGlut3, GFAP, Shank3 y Neuregulina 1 tipo | y Il. Finalmente, los anticuerpos
seran concentrados. Asi pues, se plantean diferentes objetivos:

1. Desarrollar un protocolo de produccion de estos anticuerpos en la linea celular HEK
293T.

2. Caracterizar su eficacia en distintos procesos de interés neurocientifico: western blot,
inmunofluorescencia de células e inmunofluorescencia de tejido.

3. Comprobar si la efectividad de los anticuerpos se mantiene una vez son concentrados.
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3. Materiales y métodos

3. 1. 1. Reservorio de los plasmidos

Los plasmidos producidos y utilizados a lo largo del experimento proceden de la web Addgene®
(Watertown, Massachusetts, EEUU), donde fueron donados por James Trimmer (Andrews, N. P.
et al., 2019).

Células E. Coli de la cepa DH5-alpha se transformaron con los plasmidos tal y como queda
reflejado en la Tabla 1. Las bacterias eficientemente transformadas se pudieron seleccionar
gracias a la resistencia a la ampicilina que confieren estos pldsmidos. Para su conservacion, se
almacenaron glicerinadas a -80 °C.

Tabla 1. Reservorio de plasmidos. Caracteristicas de los plasmidos utilizados para producir los anticuerpos. Se muestra
el inserto que contienen, la especie de la que provienen, su gen de resistenciay la temperatura éptima para su crecimiento

Plasmido Inserto Referencia Especie Resistencia T° de crecimiento
N34/34.2R anti-vGIut3 Addgene_ 114494 MslgG2a(Rattus — ,p oiins 37°C
norvegicus)
N29/29R anti-vGIut2 Addgene 114501 MslgG2a(Rattus  npiing 37°C
norvegicus)
N120A/9.1R anti-Neuregulina-HBD Addgene_114507 msIgGZa_(Rattus Ampicilina 37°C
norvegicus)
N206B/9R  ant-GFAP R416WT Addgene 114536 MSi9G2a (Rattus s 37°C
— norvegicus)
N69/46R anti-Shank3 Addgene_140078 MSl9G2a (Rattus i 37°C

norvegicus)

3. 1. 2. Miniprep: amplificacion y extraccion de plasmidos a pequefia escala.

La produccién y purificacién del pldasmido a pequefia escala fue realizada a través de un kit
conocido como NZYMiniprep® (MB010, NZYTech Lda., Lisboa, Portugal). El medio utilizado para
la preparacién del cultivo fue caldo de lisogenia (también llamado medio LB, o Lysogeny broth
en inglés) (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 se afadié 10 mL de este medio y ampicilina en una dilucién 1:1000 del stock
(100 mg/mL).

Las bacterias se almacenaron en glicerinado dentro de la sala de ultracongelado a -80°C.
Rascando con la punta de una pipeta el tubo de microcentrifuga del cultivo correspondiente, se
pudo introducir cada cultivo en un matraz distinto con medio LB. Es crucial mantener las
condiciones de esterilidad. Se incubaron los 5 matraces en agitacion durante la noche (o/n) a
37°C.

A la mafiana siguiente, se centrifugd el contenido de los matraces a 4000 RCF durante 8 minutos
a temperatura ambiente (RT) para recoger todas las bacterias en un pellet y continuar con el
protocolo ofrecido por el kit NZYMiniprep®.
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La concentracion del DNA purificado se realizé con el uso del espectrofotometro NanoDrop™
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EEUU) (Tabla 2), y se almacenaron las muestras
resultantes a -20°C.

Tabla 2. Concentracion de los plasmidos purificados tras el proceso de Miniprep.

Plasmido Inserto Referencia Concentracion (pg/ pL)
N34/34.2R anti-VGlut3 Addgene_114494 0,675

N29/29R anti-VGlut2 Addgene_114501 0,742
N120A/9.1R anti-Neuregulina-HBD Addgene_114507 0,612

N206B/9R anti-GFAP R416WT Addgene_114536 0,080

N69/46R anti-Shank3 Addgene_140078 0,107

3. 1. 3. Maxiprep: amplificacion y extraccion de plasmidos a media escala.

De forma similar al proceso de miniprep, la produccion y purificacion del plasmido a media
escala se realizo a través del kit NZYMaxiprep® (MB051, NZYTech Lda.). El medio utilizado para
la preparacion del cultivo también fue medio LB. En esta ocasidn, se usé un matraz de 2 L para
contener 1 L de medio de cultivo, al que se afiadié ampicilina en una dilucién 1:1000. Para
optimizar la produccion de los plasmidos, se realizé un preindculo de las bacterias rascando el
glicerinado donde se conservaban. Este preinéculo se incubd durante 3 horas en un tubo de
microcentrifuga de 1 mL con medio de cultivo suplementado con ampicilina 37°C.
Posteriormente, los preindculos fueron afiadidos a sus correspondientes matraces. En el caso
de los plasmidos N206B/9R (anti-GFAP R416WT) y N69/46R (anti-Shank3), se dividio el
contenido de sus preindculos en dos matraces distintos para duplicar su produccién, a modo de
compensar el bajo rendimiento visto tras la purificacion a pequefia escala (Tabla 2). Los 7
matraces fueron incubados o/n en agitacion a 37°C.

A la mafana siguiente, se centrifugd el contenido de los matraces a 4000 RCF durante 10
minutos a 4°C para concentrar las bacterias en un precipitado y continuar con el protocolo
ofrecido por el kit NZYMaxiprep®.

La concentracion del DNA purificado se realizé con el uso del espectrofotometro NanoDrop™
2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EE. UU.) (Tabla 3), y se almacenaron las muestras
resultantes a -20°C.

Tabla 3. Concentracion de los plasmidos purificados tras el proceso de Maxiprep.

Plasmido Inserto Referencia Concentracion (pg/ pL)
N34/34.2R anti-VGlut3 Addgene_114494 0,369
N29/29R anti-VGlut2 Addgene_114501 0,393
N120A/9.1R anti-Neuregulin-HBD Addgene_114507 0,696
N206B/9R anti-GFAP R416WT Addgene_114536 0,285
N69/46R anti-Shank3 Addgene_140078 0,767
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3. 1. 4. Digestion de los plasmidos y electroforesis.

Para comprobar la integridad de los plasmidos, se desarrolld un ensayo de digestidon enzimatica.
El disefo de las enzimas de restriccidon a usar se planificé a través de un estudio in silico, cuya
estrategia consistid en buscar enzimas que cortasen dentro del inserto del plasmido y en el
propio andamio donde estaban integrados. Este andlisis se condujo con la informacion de la web
Addgene® vy la aplicacién NEBcutter® V2.0 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE. UU.).

A continuacion, cada mix de digestion se elabord con el buffer mas adecuado para su respectiva
enzima: NEBuffer®3.1 para el mix de BamHI y ECORV, y NEBuffer®2.1 para el mix de BsrGl (los
buffers proceden de New England Biolabs). La proporcién de enzima/plasmido fue 1:1, es decir,
0.5 pL de enzima para digerir 0.5 pg de plasmido. Cada muestra se prepard en un volumen total
de 50 pL, compuesto por 5 uL del buffer, 0.5 pL de la enzima, 0.5 pug de plasmido y agua libre de
RNAsa para enrasar hasta el volumen final. Los 0.5 pg de plasmido se suministraron a partir de
las soluciones resultantes de la miniprep, ajustadas en concordancia a su concentracién. Las
muestras se incubaron durante 1h a 37°C.

Para la electroforesis se prepard un gel de agarosa al 1%, donde se cargaron las nueve muestras.
Este se elabord a partir de tampdn TE (10 mM deTrisy 1 mM de EDTA) al 10% y agarosa (801900,
Sumilab S.L., Valencia, Espafia). Una vez disuelta la agarosa en el tampdn TE, se afiadié 1 plL de
GelRed® (Biotium Inc., Hayward, CA, EE. UU.). Tras la gelificacion, se pipetearon en los pocillos
15 pL de las muestras digeridas en tampdn de carga y 5 uL del marcador NZYDNA Ladder 111®
(MB04401, NZYTech Lda.) para tener referencia del tamafio en pares de bases de las bandas. El
gel corrié durante 45 minutos a 90V.

3. 2. Cultivos celulares

3. 2. 1. Linea celular HEK 293T

Durante el proceso de produccion del pldasmido se trabajé con la linea celular HEK 293T (ATCC®
CRL-3216™, American Type Culture Collection), una variacion facilmente transfectable de las
células 293 de rifidn embrionario humano. Estas células contienen el antigeno T del virus SV40,
una oncoproteina comunmente utilizada para la inmortalizacién de células adherentes
(Freshney, 2015).

El medio de cultivo para las HEK293T es Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) de Fisher
Scientific™ (31600083, Thermo Fisher Scientific) suplementado con 10% de suero bovino fetal
(FBS o Fetal Bovine Serum en inglés) (FBS, 10735086001, Sigma-Aldrich™, Darmstadt, Alemania),
L-glutamina al 1% (31095029, Fisher Scientific™) y penicilina-estreptomicina (PS) al 1%
(Penicillin-Streptomycin, 15140122, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, EE. UU.). El medio
con antibidticos se empled para el desarrollo de los experimentos, mientras que el medio
destinado al mantenimiento celular no se suplementé con ellos.

Del stock de células congeladas en nitrégeno liquido, se tomé una alicuota para proseguir con
el cultivo. Para ello, se atemperaron las células en un bafio de agua desionizada (tipo Il) a 37°C.
A continuacion, se tomd 1 mL de células junto a 9 mL de medio DMEM. Con el propésito de
eliminar el medio de congelacidn, las células se centrifugaron (100 g durante 10 minutos a RT) y
resuspendieron en 1 mL de medio DMEM. Finalmente, el volumen resultante de células se
sembrd en una placa petri p100 de 55 cm2 con 9 mL de medio DMEM atemperado.
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La rutina de mantenimiento se programaba en intervalos de 3 dias siguiendo estos pasos: se
iniciaba con un lavado de tampodn fosfato salino (PBS, 18912014, Fisher Scientific™). A
continuacidn, se levantaban las células con tripsina (tripsina-EDTA Gibco®, 25300054, Fisher
Scientific™) durante 30 segundos. La tripsina permite desarmar a las células de sus proteinas de
anclaje y facilitar, finalmente, su dilucién. El lavado del cultivo con PBS lo desprovee de los iones
del medio que inactivan la accidn de la tripsina. Por ultimo, las células se resuspendian en medio
de cultivo nuevo.

La dilucidon en la que las células se sembraban dependia de su concentracién inicial y del volumen
final deseado, procurando que no alcanzaran la maxima confluencia antes del siguiente dia de
mantenimiento. Mantener esta periodicidad es de suma importancia porque evita la
acumulacién de productos de desecho y el agotamiento de nutrientes (visiblemente percibible
por el amarillamiento del medio). Junto a la sobrecarga celular (superior al 90% de confluencia),
son las principales razones que producen el desprendimiento y muerte de las células.

3. 2. 2. Transfeccion de las células HEK 293T

El protocolo de transfeccidn celular consiste en la introduccidn de un pldsmido en el interior de
las células, de modo que se sintetice su contenido con la propia maquinaria celular. Para ello, se
utilizo polietilenamina (PEI, 23966-1, Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an der Bergstralle,
Alemania) en una proporcién DNA:PEI de 1:6 pug (1 ug de PEl equivale a 1 puL de PEI). La PEl es un
polimero catidnico estable que condensa el DNA en una carga positiva, esto facilita su unién a
membranas anidnicas como la membrana plasmatica y, como resultado, las células endocitan
este complejo DNA:PEI hacia el citoplasma (Longo, P. A. et al., 2013). Es crucial que las células
se encuentren en una confluencia del 30% para que la transfeccién discurra con éxito.

Las células fueron transfectadas con dos propdsitos distintos: comprobar su capacidad de
produccidn de anticuerpos y, una vez confirmada, producirlos a media escala. Para el primer
propdsito se sembrd una placa de 6 pocillos de 9.5 cm2 por pocillo con células HEK 293T. Cinco
de los seis pocillos de esta placa se destinaron para transfectar las células con cada uno de los
plasmidos purificados en la maxiprep, y el restante se usd como control positivo de la
transfeccion. Las células del control positivo se transfectaron con un pldsmido cuya secuencia
codifica la proteina GFP (plasmido CMV-GFP-IRES-CRE; KASPAR et al., 2002), pudiendo asi
monitorizar la eficiencia de la transfeccién en un microscopio de fluorescencia.

Cuando las células de la placa de 6 pocillos se encontraban el 30% de confluencia, se procedié a
la transfeccion. Para cada pldsmido se prepard por separado 125 plL de DMEM sin suplementar
con 1 pg de DNA plasmidico (mix A), y 125 uL de DMEM sin suplementar con 6 pg de PEI (mix B).
El mix con DNA se afiadié gota a gota en el mix By, tras un toque de vortex, se dejo incubar 20
minutos a RT. Se afiadié el contenido del mix en cada pocillo y 4 horas después se elimind el
medio de cultivo para sustituirlo con 1.5 mL de medio DMEM suplementado. Es necesario no
excederse de este tiempo porque una larga exposicién al PEl puede resultar toxica para las
células.

El medio de cultivo se recolectd a las 48h y 72h tras la transfeccion, gracias a que las células
expulsan los anticuerpos sintetizados al entorno extracelular (Murphy, K. M., 2017). Cada medio
se almacend por separado aifadiendo 0.02% azida con respecto al volumen total.

A la hora de producir los anticuerpos en media escala, se busca transfectar un mayor nimero
de células. Por este motivo, se transfectaron las células contenidas en frascos de 75 cm?2. El
proceso de transfeccion discurrid igual al descrito previamente, pero cambiando las cantidades:
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por cada cultivo se preparé una proporcion 1:6 en un volumen de 2 mL, el cual fue anadido en
cada frasco hasta un volumen final de 10 mL.

Para la produccién a media escala de cada anticuerpo se utilizaron 8 frascos de células, menos
en el caso del N69/46R (anti-Shank3), que solo conté con dos frascos. Todo el medio recolectado
fue pasado por un filtro de 0.20um (431229, Corning, Nueva York, EE. UU.), suplementandose
con azida hasta una concentracion del 0.02%.

3. 2. 3. Cultivos neuronales primarios

Los cultivos neuronales primarios se realizaron tal y como se describe en trabajos previos del
laboratorio (Navarro-Gonzalez, et al. 2019). De forma esquematica, se diseccionaron las
cortezas cerebrales de embriones de ratén (E15.5) y se disgregaron enzimaticamente (tripsina-
EDTA Gibco®, 25300054, Fisher Scientific™) y mecanicamente. Seguidamente, se pasaron por un
filtro de 0.25 um y se resuspendieron en medio de plaqueo (Medio Esencial Minimo (MEM), FBS
al 10%, Glucosa 30% y PS al 1%). A continuacidn, 110000 células/pocillo se sembraron sobre
cubreobjetos de 15 mm de didmetro previamente tratados con poli-L-lisina (P2636, Sigma-
Aldrich™) en una placa de 12 pocillos (3.8 cm2/pocillo). A las 3h, se cambio el medio de plaqueo
por medio neurobasal (21103049, Fisher Scientific™) suplementado con Glutamax 200 mM al
0.5% (35050038, Fisher Scientific™), B27 al 2% (17504044, Fisher Scientific™) y PS al 1%.

La renovacion del medio asegura la accesibilidad de los nutrientes y la eliminacién de los
productos de desecho. Para no alterar de forma drastica las condiciones de crecimiento de las
neuronas, se afiadié 1 mL de medio de cultivo fresco en el dia 7. A partir del dia 10, la renovacién
del medio se hacia cada 48h con medio no suplementado con Glutamax, pues las células ya son
capaces de sintetizar glutamina por si mismas. Esta renovacién se realiza eliminando 1 mL del
medio antiguo y afiadiendo 1 mL del medio nuevo.

3. 2. 4. Fijacidn de los cultivos neuronales primarios

El proceso de fijacién permite paralizar el metabolismo celular. Inicialmente, se aspird el medio
en el que estaban sumergidas y se lavaron con 1 mL de PBS 1x (cantidad descrita para una placa
de 12 pocillos), siempre procurando deslizar el liquido por la pared del pocillo. A continuacion,
se aspird el PBS y, dentro de una campana de extraccion de gases, se anadid 1 mL de
paraformaldehido al 4% (PFA, 158127, Sigma-Aldrich™). Tras diez minutos, se reabsorbid el PFA.
Finalmente, se realizaron tres lavados con 1 mL de PBS 1x de diez minutos cada uno.

Los cultivos neuronales destinados a los ensayos de marcadores sindpticos fueron fijados al dia
14. En el caso de las pruebas con GFAP y Neuregulina 1, se fijaron cultivos tanto al dia 7 in vitro
como en el dia 14. La diferente planificacion entre ambos surge por la tardia expresién de las
proteinas sindpticas de las células en el cultivo, al contrario de las proteinas GFAP y Neuregulina
1, que siempre se encuentran presentes.
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3. 3. Procesado de las proteinas

3. 3. 1. Extraccién de proteinas de corteza cerebral

Las proteinas se obtuvieron de la corteza de ratén adulto (tres meses de edad). Las cortezas se
diseccionaron en PBS 1x frio a partir del cerebro de ratén adulto, separando la corteza izquierda
y la corteza derecha para su posterior almacenaje y procesado. El tejido puede almacenarse a -
80°C durante largos periodos de tiempo. Se utilizaron 500 uL de tampdén de ensayo de
radioinmunoprecipitacién (RIPA) 1x por corteza.

La solucidn RIPA se basa en un reactivo que extrae y lisa las proteinas de un tejido a través de
detergentes iénicos y no idnicos. Es crucial ainadir inhibidores de proteasas y fosfatasas a esta
solucidn para evitar la ruptura de las proteinas. La formula para preparar 1000 pL de buffer RIPA
1x queda indicada en la Tabla 4. Asi mismo, el RIPA 10x se compone de 50mM de NaCl, 1%
Nonidet P40, 50mM Tris, 0.5% deoxicolato de sodio y 0.1% SDS.

Tabla 4. Férmula para preparar 1000 yL de RIPA 1x.

RIPA 10x | PMSF Leu NasVO4 NaF NasPO7 H20
Volumen | 100 uL 10 pL 10 L 4 pL 200 pL 160 pL 516 uL

Inicialmente, se usaron microesferas de vidrio para disgregar el tejido de forma mecdnica en el
homogenizador FastPrep-24 (ThermoFisher Scientific™, Waltham, Ma, EEUU). Seguidamente, se
incubaron durante 30 en agitacion min con 500 pL de RIPA 1x en la cdmara fria. Por ultimo, las
muestras se terminaron de disgregar en el sonicador (Microson™ ultrasonic cell disruptor) hasta
la aparicion de espuma (10-15 segundos), y se centrifugaron a 16000 g durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante se almacend a -20°C dejando una pequeiia alicuota para su posterior uso.

La cuantificacién de las proteinas se llevé a cabo en una placa de noventa y seis pocillos
mediante el método Bradford. En ella se cred una curva patréon a partir de concentraciones
conocidas de BSA (0 pg/mL, 25 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 gL/mL y 1000
glL/mL). Tras afadir el reactivo Bradford (B6916, Sigma) a las muestras de BSA y a las muestras
de corteza, se midié la absorbancia (595 nm) con el espectrofotémetro (PERKINS Wallac Victor3)
para interpolar la concentracidn de proteinas.

3. 3. 2. Western Blot

Con motivo de estudiar la presencia y eficacia de nuestros anticuerpos, se recurrié a la técnica
de Western Blot siguiendo el protocolo de la compafia BioRad. Los geles utilizados eran de
poliacrilamida-SDS al 10% (H20 milli Q; Tris 1.5M pH 8.8; APS 10%; SDS 10%; TEMED). Esta
técnica se empled para el desarrollo de dos experimentos: en uno se comprobaba la presencia
de anticuerpos en el medio de cultivo de las células productoras, por lo que solo se incubd con
el anticuerpo secundario; y en otro se probd la eficacia de estos anticuerpos a la hora de
reconocer proteinas procedentes de la corteza cerebral de ratén adulto. El disefio del primer
experimento analizaba 5 muestras de los diferentes medios de cultivo de las células productoras
de anticuerpos, junto al medio de las células transfectadas con el plasmido codificante de GFP
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actuando como blanco. Para el segundo experimento, se usaron 2 réplicas de la muestra de
tejido y un blanco (agua + tampdn de carga) por cada anticuerpo a probar.

Los geles se cargaron afiadiendo 20 pyL de muestray 7 pL del tampdn de migracion (25mM Tris;
190mM glicina; 0.1% SDS; pH 8.3). El tamafio de las proteinas se comprobd cargando 5 uL del
marcador de peso molecular Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (26623,
ThermoFisher Scientific™). Posteriormente, se inicio la electroforesis a un amperaje constante
de 35 mA y al maximo voltaje durante 2 horas y media a RT. El siguiente paso se baso en
transferir las proteinas resultantes del gel de acrilamida a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) previamente activada con metanol. Esta transferencia gel-membrana se
realizé en medio himedo. El montaje tipo sdndwich se logra intercalando la membranay el gel
entre papel absorbente Whatman® (Fisher Scientific™) y esponjas. Al fijar esta estructura se
evitar su desplazamiento, y esta se sumerge en un recipiente repleto de tampdén de
transferencia (25mM Tris, 190mM Glicina). La transferencia se realizd o/n a un voltaje constante
de 30V y maximo amperaje dentro de la camara fria (4°C). Tras haber completado la
transferencia, se pudo comprobar la presencia de proteinas en las membranas con la tincién
Ponceau S (23966-1, Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an der BergstralRe, Alemania). A
continuacién, se lavaron con TBS-T (mezcla de Tris Buffered Saline (TBS), un tampdn compuesto
por Tris y NaCl; y Tween (T) al 0.05%) para eliminar el Ponceau S. Seguidamente, se bloquearon
las membranas con BSA al 3% (albumina de suero bovino) durante 2 horas a RT.

Las membranas del segundo experimento se incubaron con 5 mL de anticuerpo en solucién de
bloqueo, cuyas diluciones quedan indicadas en la Tabla 5. La diferencia entre las diluciones del
VGlutl fueron planteadas para equilibrar la cantidad de anticuerpo anadida, pues los
anticuerpos se concentraron 10 veces por el método de liofilizacidn y 16 veces mediante el uso
de un centricon. Esta incubacidn concurrid o/n en agitaciény a 4°C.

Tabla 5. Condiciones de incubacion con el anticuerpo primario para las membranas del segundo experimento
del Western Blot.

Anticuerpo I_Drimario Dilucion Referencia
Producido
anti-VGlutl 1:10, 1:100 del liofilizado y 1:160 del centricon Addgene_128638
anti-VGlut2 1:10 Addgene_114501
anti-VGlut3 1:10 Addgene_114494
anti-Neuregulin-HBD 1:10 Addgene_ 114507
anti-GFAP R416WT 1:10 Addgene_ 114536
anti-Shank3 1:10 Addgene_140078

A partir de este punto, ambos experimentos se sometieron al mismo proceso. Las membranas
fueron incubadas a RT con una dilucién 1:2000 de anticuerpo anti-raton HRP (en castellano,
peroxidasa de rabano picante) (62-6520 de Fisher Scientific™) durante 1 h y en agitacion. Una
vez finalizada la incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TBS-T a RT también en
agitacion. Se afadié a la membrana 1 mL de ELC durante 10 minutos en oscuridad (25006262,
ACEFE, S.A.U. RPN2232, Gava, Espafia) y se reveld en la maquina de revelado Uvitec Q9 Alliance.
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3. 3. 3. Concentracién de anticuerpos

Para el concentrado de proteinas se recurrieron a dos métodos distintos: la concentracion por
liofilizacidn, y la concentracion usando un centricon de 30K MWCO (UFC5010, Amicon Ultra,
Sigma-Aldrich™). La concentracién por liofilizacidon se apoya en la sublimacidn al vacio de un
liquido congelado, donde el solvente es eliminado de la parte sdlida. La concentracién con un
centricon consiste en retener los sélidos de un liquido en el filtro del centricon, por el cual pasara
el liquido al ser centrifugado. Inicialmente, se concentré el anticuerpo anti-Vglutl (previamente
producido en el laboratorio a partir del plasmido plasmido N28/9R, Addgene 128638, por el
estudiante Adrian Torres) por ambos métodos a modo de comparar su rendimiento (Torres
Villasante, A., 2020).

Un volumen de 10 mL del anticuerpo producido se introdujo en el bote de liofilizaciéon tras
haberlos sacado de -80°C. Es importante que el contenido se mantenga congelado. El proceso
discurrié o/n. El polvo resultante se resuspendié en un volumen final de 1ml de PBS 1x con
glicerol al 50% (Sigma-Aldrich™, quimica SL) para favorecer su conservacion.

Por otro lado, se concentraron otros 10 mL del anticuerpo producido con el centricon 30K
MWCO. Se fue afiadiendo poco a poco el volumen en un centricon para hacer centrifugaciones
sucesivas a 2500g durante 10 minutos, continuando hasta haber filtrado todo el volumen inicial.
El eludido de cada centrifugacion fue recogido para comprobar si habia rastro de proteinas. Por
ultimo, se centrifugd el centricon con PBS 1x hasta alcanzar un volumen final de 300 uL. Se
recogié este volumen resultante de proteina y se afiadieron 300 uL de glicerol y azida a una
concentracidn final del 0.02%.

3. 4. Tinciony procesado de imagenes

3. 4. 1. Tincién inmunocitoquimica

Los cultivos neuronales fijados fueron permeabilizados con PBS 1x y Tritdn al 0.01% durante 10
minutos a RT. A continuacién, se realizé un lavado instantaneo de PBS 1x, otro de 10 minutos, y
se bloquearon las muestras con BSA al 3% en PBS durante 30 min a RT, previniendo las uniones
inespecificas. Cada cubre con células fue incubado toda la noche en la cdmara fria con 80 uL de
anticuerpo primario en base de solucién de bloqueo a una dilucién indicada en la Tabla 6. El
experimento se disefid a modo de que se pudiera estudiar la colocalizacién o cercania de las
proteinas contra las que los anticuerpos hibridan, asi como la sefial que ofrecen a diferentes
diluciones, y la eficacia de estos tras ser concentrados por liofilizacién. A la mafiana siguiente,
se realizaron tres lavados de PBS 1x durante 10 minutos en los cubres y se afiadieron los
anticuerpos secundarios en una disolucién descrita en la Tabla 7 junto con 4 ',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (D9542, Sigma-Aldrich™) en una dilucion 1:2000, una tincidon que nos permite
localizar los nucleos celulares. Para comprobar también la especificidad de los anticuerpos
secundarios, algunas muestras no fueron incubadas con ningln anticuerpo primario, por lo que
actuaron de blanco. Se realizaron tantos ensayos de blanco como anticuerpos secundarios
fueron utilizados.
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Tabla 6. Anticuerpos primarios para la tincion inmunocitoquimica. La planificacion del experimento se divide en 6
condiciones distintas, numeradas en la columna “N°”. Cada condicién esta caracterizada por el uso de un tipo de
anticuerpo, que se administr6 a diferentes diluciones. Por lo tanto, en cada tincién inmunocitoquimica se afiadi6 el
anticuerpo producido a una de las diluciones indicadas y el anticuerpo comercial, que siempre se afiadié a una dilucion
constante. De este modo, de la condicion 1 se obtienen 3 tinciones distintas; de la condicion 2, 6; y asi de forma sucesiva.
En total, se obtuvieron 21 tipo de tinciones distintas.

Anticuerpo Anticuerpo
NG Primario Dilucion Referencia Primario Dilucion Referencia
Producido Comercial
anti-GFAP 1:50, 1:5,1:50 . . .
1 RA16WT del liofilizado Addgene_114536 Anti-GFAP 1:1000 PA1-10004,Thermofisher
1:50, 1:5;
1:50 y 1:500 ;
2 | antiveiutt | delliofiizado; | Addgene_128638 | Anti-VGlutl 145 | 1:250 13539?45}5%”53"“‘:
1:80y 1:800 y
del centricon
1:50. 1:5.1:50 CB1-Go-Af450,
3 anti-VGlut3 D e Addgene_114494 Anti-CB1 1:400 AB_2571592, Frontier
del liofilizado ;
Institute
anti- 1:50, 1:5,1:50
4 Neuregulin- e Addgene_114507 Anti-Nrg 174 1:500 ANR-111, Alomone Labs
HED del liofilizado
5 | antiveure | 190 L5150 | 4 q40ene 114501
del liofilizado 160003. Svnaptic
Anti-Homer1 1:250 Syéte%s P
s | anti-shanks 1d:§|o|'iolfi|?z'g§f Addgene_140078
Tabla 7. Anticuerpos secundarios para la tincién inmunocitoquimica. En la columna “N°” se muestran las mismas
condiciones de la Tabla 6. En este caso, cada condicion serd incubada con unos anticuerpos secundarios distintos, que
seran administrados a la vez: uno reconocera el anticuerpo producido, y otro el anticuerpo comercial. Sus diluciones son
constantes.
Anticuerpo Anticuerpo Secundario
Ne Secundario Dilucién Referencia del gomercial Dilucién Referencia
del Producido
L ) A31570, . . A-11039,
1 anti-ratén 555 1:500 Invitrogen anti-pollo 488 1:500 Thermofisher
2 anti-cobaya 647 1:500 A21450, Invitrogen
3 anti-cabra 647 1:400 A-21447, Alexa
Fluor
) A-21202,
4 anti-ratén 488 1:500 Thermofisher
. . . A-31573, Life
5 anti-conejo 555 1:500 Technologies
6
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3. 4. 2. Tincién inmunohistoquimica

Inicialmente se cortaron unos cortes de cerebro de ratén adulto en el criostato (Microm HM
550) de 40 um de grosor. Estos cortes fueron lavados tres veces con PBS 1x durante 15 minutos
y bloqueados en solucién de BSA al 3% durante 1 h y media. A continuacidn, los cortes se
introdujeron en 150 ul de RIPA 1x con el anticuerpo primario para mantenerse en agitaciéony a
4°C en un periodo de dos dias. Tras volver a lavar con PBS 1x, se repitié el paso anterior
incubandolos solo una noche con el anticuerpo secundario. Finalmente, se concluyé con otros
tres lavados de PBS 1x. El primero y el ultimo lavado con una duracién de 15 minutos, mientras
qgue en el segundo lavado se afiadid DAPI a una dilucién 1:2000 y se dejo incubar durante una
hora. Las muestras se preservaron fijdndolas en un portaobjetos con medio de montaje Mowiol
(81381-250G SIGMA-ALDRICH QUIMICA, S.L.).

Las diluciones utilizadas de los anticuerpos primarios producidos fueron 1:50 y 1:5, mientras que
del anticuerpo anti-VGlutl se incubé con una dilucién 1:5, 1:50 del concentrado por liofilizacién,
y 1:80 del concentrado por centricon. El resto de anticuerpos comerciales y secundarios se
afiadieron tal y como quedan expuestos en la Tabla6y 7.

3. 4. 3. Procesado de imagenes

Se tomaron imagenes de los ensayos de inmunofluorescencia con el microscopio Invertido Leica
DMi8 M/C/A (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) y del microscopio ApoTome.2
(Zeiss, Jena, Alemania). Se ha utilizado el software de Image) (NIH y LOCI, University of
Wisconsin, EEUU) para su procesamiento, modificando el contraste de las imagenes y
aumentando la nitidez. Las imdgenes de un mismo experimento se editaron con los mismos
parametros para poder comparar la efectividad del marcaje entre ellas. Finalmente, el montaje
de las figuras se realizd con la aplicacion Inkscape.
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4. Resultados

Ensayo de digestion

enzimatica para comprobar su Concentracion del
integridad Prueba anticuerpo aVGlut1
* en por distintos métodos

[ Western para comprobar su
. Blot eficacia
Miniprep Produccién
de los Prueba
o o 0
SFOCk_ de 1 2 plasmidos |—— eh 3
plasmidos . cultivo
en células
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HEK Concentracion del
resto de anticuerpos

+ Prueba P

con su respectivo

en tejido

testeo en cultivo

Transfeccién de las células con los
celular

plasmidos para comprobar su
produccién de Ab en Western Blot

Figura 5. Diagrama de flujos del desarrollo del experimento. Se presenta el trabajo dividido en tres secciones. La
primera corresponde a los resultados del ensayo de digestion enzimatica de los plasmidos y al Western Blot del
sobrenadante de los cultivos transfectados. A continuacion, se probo la eficacia de los anticuerpos en un Western Blot,
en una tincién inmunocitoquimica, y en una tincion inmunohistoquimica. Finalmente, se analizé cual era el mejor método
de concentracién de los anticuerpos usando el anticuerpo anti-VGlutl previamente producido por Adrian Torres (Torres
Villasante, A., 2020). Se concentraron todos los anticuerpos producidos, y se comprobd su eficacia en una tincion
inmunocitoquimica.

4. 1. Validacion de la estructura del plasmido y su productividad

Los cinco pldsmidos se amplificaron a pequefia escala para probar su integridad en un ensayo
de enzimas de restriccion. La planificacidn de este ensayo, tal y como se muestra en la Tabla 8,
fue planteada con un analisis in silico. El andlisis se realizd con la ayuda de la web Addgene y la
herramienta NEBcutter V2.0, de las cuales se obtuvieron las bandas tedricas de la digestion
(Tabla 8) a comparar con las resultantes en el gel de electroforesis (Figura 6A). Las enzimas
escogidas cortaban doblemente el pldsmido. De esta forma, se buscaba que uno de los cortes
sucediera dentro de la region de inserto (“Zona de corte 1” en |la Figura 6B), y otro en el propio
andamio que lo contenia (“Zona de corte 2” en la Figura 6B).

Tabla 8. Planificacién del ensayo de digestién enzimatica. Los plasmidos son acompafiados de las enzimas de
restriccion utilizadas para comprobar la integridad de su estructura, indicando en la columna “Bandas (pb)” el tamafio
tedrico de los fragmentos resultantes en pares de bases (pb).

Plasmido Inserto Tamafio (bp) Enzima Bandas (pb)
BamHlI 885, 8503
N34/34.2R anti-VGlut3 9388
BsrGl 4481, 4907
BamHI 885, 8470
N29/29R anti-VGlut2 9364
BsrGl 4367, 4997
BamHI 885, 8485
N120A/9.1R anti-Neuregulin-HBD 9370
BsrGl 4463, 4907
N206B/9R anti-GFAP R416WT 9397 BamHI 885, 8485
BamHlI 885, 8503
N69/46R anti-Shank3 9388
EcoRV 4120, 5268
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Figura 6. Resultados del ensayo de digestion y prueba de produccién de anticuerpos. A) Resultado de la
electroforesis tras digerir los plasmidos correspondientes con las enzimas de digestion. En la parte superior se muestra
la proteina que reconoce el anticuerpo de cada plasmido. Se procuré cortar cada plasmido con dos enzimas distintas,
precaviéndose de que una de las digestiones fallara. Se puede observar el mal funcionamiento de la enzima BamHl,
pues el plasmido no ha sido digerido. La enzima BsrGl produce dos bandas alrededor de 5000 pb, y la enzima EcoRV
da lugar a dos bandas bien diferenciadas de 5000 pb y 4000 pb respectivamente. B) Imagen extraida de Andrews, N. P.
et al., 2019 con modificaciones. Se representa la estructura general de los plasmidos contenedores de los R-mAbs. Dos
promotores CMV (amarillo) conducen la expresiéon de la cadena ligera (verde) y la cadena pesada (azul). Inicialmente,
los productos resultantes de la PCR de los dominios variables (V. y V) se fusionaron con una regiéon de unién que
contiene un dominio constante de cadena ligera k (CL), la secuencia de cola poliA de cadena ligera k (x pA), un promotor
CMV destinado a la expresion de la cadena pesada, y una secuencia lider (L) para inducir la translocacién de la cadena
pesada por la membrana del reticulo endoplasmatico. Una vez fusionados estos elementos a través de una PCR, se
insertaron en el plasmido p1316 que presenta un promotor CMV upstream (direccién 5°) para la cadena ligera y una
secuencia lider (L), que también translocara esta secuencia a través de la membrana del reticulo endoplasmatico. Al lado
opuesto con respecto a la regién de inserto (direccién 3’), hay un dominio constante de cadena pesada (Cn) que,
dependiendo del plasmido, puede ser y1 o y2a. Finalmente se encuentra la cola poliA SV40 (SV40 pA) (Andrews, N. P.
et al., 2019). Para el ensayo de digestion, la estrategia seguida tenia como objetivo encontrar una enzima que cortara en
la“Zona de corte 1” (regién del inserto) y en la “Zona de corte 2” (andamio del plasmido). Las puntas de flecha representan
los lugares de corte de las enzimas de restriccion. C) Resultado del Western Blot donde se comprobd la produccion de
anticuerpos en cultivo. Cada pocillo se cargé con medio de un cultivo de células HEK transfectado con el plasmido
correspondiente (indicado en la parte superior de la imagen). Se puede ver la presencia de dos bandas en la mayoria de
los casos, que corresponden a la cadena pesada (H) y a la cadena ligera (L), mientras que las células transfectadas con
el plasmido productor de GFP actuaron como blanco.

Tras la electroforesis (Figura 6A) se pudo comprobar la integridad de los plasmidos anti-VGlut3,
anti-VGlut2, anti-Neuregulin-HBD y anti-Shank3, pero no del anti-GFAP. La enzima BamHI no
funciond correctamente y, en este Unico caso, no se contaba con un replicado donde el pldsmido
se cortara con una enzima distinta. En el resto de digestiones, las bandas resultantes
concordaron con las esperadas en la Tabla 8. La posible causa que justifica la inactividad de la
enzima BamHI viene dada por su antigliedad, ya que pierden funcionalidad con el tiempo.

Una vez asegurada la integridad de los plasmidos, se probd su capacidad de expresidn en la
propia maquinaria celular. Los cinco plasmidos estan disefiados para ser expresados en células
de mamiferos, porlo que se selecciond la linea celular HEK 293 (células 293 de rifidn embrionario
humano) debido a su alta capacidad de produccién de proteinas (Freshney, 2015). El
experimento se planted de forma que, en una placa de 6 pocillos con cultivo neuronal, cada
pocillo fuera transfectado con un plasmido distinto. La transfeccion se llevd a cabo con PEI, un
polimero catidnico que facilita la introduccion del DNA a través de la membrana plasmatica de
las células (Longo, P. A. et al., 2013). En la placa de 6 pocillos, 5 se transfectaron con los
anticuerpos a producir, y el Ultimo con un plasmido productor de GFP. El plasmido productor de
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GFP actud como control positivo para comprobar que la transfeccidon con PEI habia discurrido
correctamente.

Dos dias después de la transfeccidn, un 30% de las células transfectadas con el plasmido GFP
emitian un color verde bajo el microscopio de fluorescencia. Este hecho confrmaba que el
proceso de transfeccién discurrié de forma correcta, pero no aseguraba la capacidad de los
plasmidos para producir anticuerpos. Para ello, se prepard un Western Blot con el medio de
cultivo de las células, donde los anticuerpos son expulsados tras su produccién (Andrews, N. P.
et al., 2019; Murphy, K. M., 2017). Las membranas se incubaron con una dilucién 1:2000 de
anticuerpo anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) y fueron reveladas.
Las 4 primeros carriles de la Figura 6C marcan una bandas de peso molecular aproximado a 52
kDa, y otra con un peso oscilante entre 34 y 26 kDa. Estas dos bandas son casi imperceptibles
en el caso de anti-Shank3. Las bandas procedentes de la produccién de anti-GFAP y anti-VGlut3
son muy intensas, indicando que su produccidn es abundante. La especificidad del anticuerpo
secundario quedd demostrada por la ausencia de bandas en el carril del GFP, actuando como
control negativo en esta ocasion.

4. 2. Produccion del anticuerpo a media escala

El siguiente paso del proyecto consistié en producir los anticuerpos a media escala para analizar
su utilidad en tres procesos distintos: Western Blot, tincion inmunocitoquimica (cultivo
neuronal) y tincidn inmunohistoquimica (tincidn del cortex cerebral). Es importante caracterizar
su funcionalidad en estos dmbitos, pues marcan su efectividad como producto. Como
previamente se ha explicado, la funcionalidad de un anticuerpo depende directamente de la
disponibilidad de los epitopos (Chiu M. L. et al., 2019). Al realizar un Western Blot, las proteinas
guedan denaturalizadas por el detergente SDS-PAGE, volviendo a su estructura primaria. Si el
epitopo que reconoce el anticuerpo depende de la estructura secundaria y terciaria, el
anticuerpo no sera capaz de reconocer la proteina (Roy, S., & Kumar, V., 2014). En el caso de las
tinciones inmunoquimicas e inmunohistoquimias, la eficacia del anitucerpo dependera
directamente de su capacidad para atravesar las diferentes estructuras y de su propia
especifidad contra el antigeno (Abbas, A. K., 2020)

Esta fase del experimento se incié produciendo una gran cantidad de plasmido con el protocolo
Maxiprep. Los plasmidos resultantes se usaron para transfectar frascos de 75 cm? de cultivo HEK
293T. Posteriormente, se recogié el medio de estos cultivos a las 48 y 72 h, concluyendo con su
filtracidn para eliminar la mayoria de los elementos macroscdpicos. Finalmente, se obtuvieron
160 mL de sobrenadante con anticuerpo para la produccidn anti-Vglut2, anti-VGlut3, anti-GFAP
y anti-Neuregulin-HBD, y 40 mL de anti-Shank3. No se invirtié tanto material en la produccion
del ultimo anticuerpo porque su funcionalidad no habia sido comprobada en el Western previo
(Figura 6C). Los productos resultantes se almacenaron a -80°C afiadiendo azida al 0.02% para
asegurar su esterilidad.

4, 2. 1. Caracterizacion de la funcionalidad en Western Blot

Para probar la eficacia de los anticuerpos producidos en un Western Blot, se usaron proteinas
de corteza de ratén. Las membranas resultantes se incubaron tal y como se explica en la Tabla
5, junto a 1:2000 de anticuerpo anti-ratén conjugado con HRP. Las imdagenes tomadas del
revelado de las membranas se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Western Blot de las proteinas del cértex. Las proteinas del cortex de un ratén adulto se extrajeron para ser
incubadas con los anticuerpos producidos. En la figura A se muestran los resultados del anticuerpo anti-Neuregulina-
HBD, presentandose dos bandas de un tamafio aproximado de 110 kDa (Neuregulinal tipo Il) y 60 kDa (Neuregulinal
tipo I). La figura B procede de una membrana incubada con anti-GFAP. En ella se observa una Unica banda de 52 kDa
que corresponde a la proteina GFAP.

Los unicos resultados positivos se dieron en las membranas incubadas con anti-Neuregulin-HBD
(Figura 7A) y anti-GFAP (Figura 7B). En la membrana incubada con anti-Neuregulin-HBD se
muestran dos bandas de un tamafio cercano a 110 kDa y 60 kDa. Estas bandas corresponden a
los isotipos | y Il de la Neuregulina 1 (Liu, X et al., 2011). La membrana incubada con anti-GFAP
solo presenta una banda de 52 kDa, que correspondiente a la proteina GFAP.

Los anticuepros anti-VGlut2, anti-VGlut3 y anti-Shank3 no demostraron un marcaje especifico,
pues solo contenian bandas en el extremo superior e inferior del gel. En el caso de los
anticuerpos VGluts se esperaba una banda cercana a 60 kDa que no aparecié. Por otro lado, la
membrana incubada con anti-Shank3 planteaba una problematica distina: el gran peso
molecular de esta proteina (en torno a 184 kDa). El gel del 10% que se ha utilizado permite la
separacion correcta de las bandas con un peso inferior a 100 kDa. En caso de que este anticuerpo
hubiera funcionado, la proteina se marcaria en la parte superior del Western, justo donde
residen las bandas inespecificas del gel. De este modo, no es posible confirmar si la banda
presente en la membrana procede de nuestro anticuerpo, o si se trata de inespecificidad.

4. 2. 2. Caracterizacion de la funcionalidad en tincion inmunocitoquimica

El siguinte experimento probaba la eficacia y especificidad de los anticuerpos en cultivo. Para
ello, se fijaron cultivos neuronales a dia 14 en el caso de marcadores sinapticos (anti-VGlut3,
anti-VGlut2, anti-Shank3). Para los anticuerpos anti-GFAP y anti-Neuregulin-HBD, se probaron
con cultivos fijados tanto a dia 7 como a dia 14. La diferente planificacion se debe a que los
marcadores sindpticos se observan mejor en las fases tardias del cultivo, cuando las células ya
son lo suficiente maduras para expresar estas proteinas. Por otro lado, anti-GFAP y anti-
Neuregulin-HBD se probaron en dias distintos para comprobar si su patréon de expresién
cambiaba durante la maduracién del cultivo.

Los cultivos se incubaron con los anticuerpos producidos en dos diluciones distintas: 1:5 y 1:50.
El resto de atributos de la tinciéon inmunicitoquimica estan explicados en la Tabla 6 y 7, asi como
el anticuerpo comercial seleccionado y su concentracion. Como las muestras se incubaron con
el anticuerpo producido y un respectivo anticuerpo comercial, se pudieron comparar sus
patrones de expresion (Figura 8). Asi mismo, se afiadié DAPI a una disolucion 1:2000 para marcar
el nucleo de las células. Los anticuerpos comerciales se muestran en rojo y los producidos en
verde.

Las imagenes seleccionadas para la Figura 8 corresponden a los cultivos incubados con la
dilucidn 1:5 del anitucerpo producido, pues los anticuerpos a una dilucidn 1:50 resultaron tener
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menor efectividad. Por otro lado, al no presentarse diferencia en el patrén de expresién entre
los cultivos del dia 7 y 14, se escogieron las imagenes del dia 14 para los anticuerpos anti-GFAP
y anti-Neuregulin-HBD. De esta forma, todas las imagenes muestran cultivos neuronales de la
misma edad.

El anticuerpo anti-VGIut3 se expresa de forma presindptica con cierta difusion hacia las
dendritas (Liguz-Lecznar, M. et al., 2007). Su localizaciéon se compard con el receptor de
cannabinoides 1 (CB1), una proteina presinaptica que se encarga principalmente de las sinapsis
inhibitorias, aunque también tiene un papel regulador en las sinapsis exitatorias (Kawamura, Y.,
2006). No se muestra gran expresion de la proteina CB1 en los cultivos, pero vemos un marcaje
bien definido para la proteina VGlut3 (Figura 8A).

Los anticuerpos anti-VGlut2 y anti-Shank3 fueron comparados con la localizacién de Homerl,
una proteina de andamio presente en estructuras sinapticas y estructuras postsindpticas (Luo,
P. et al.,, 2012). VGlut2 es una proteina presinaptica, como el resto de integrantes de la familia
de las VGLUTS, asi que no colocaliza con Homer1 (Figura 8B) (Vigneault, E. et al., 2015). Shank3,
por el contrario, es una proteina también de andamio que se expresa en la region postsinaptica
y colocaliza en algunos puntos con Homer1 (Figura 8C) (Peca, J. et al., 2011).

Al contrario que su respectivo anticuerpo comercial, el anticuerpo anti-Neuregulin-HBD parece
no haber funcionado correctamente, pues la poca fluorescencia presente podria estar producida
por los propios nucleos. La Neuregulina 1 se encuentra mayormente en la membrana
presindptica, tal y como se muestra en la imagen del anticuerpo comercial (Figura 8D) (Talmage
D. A., 2008).

Finalmente, el anticuerpo anti-GFAP colocaliza a la perfeccidn con su anticuerpo comercial. La
proteina GFAP es una proteina estructural que se expresa en los filamentos intermedios de los
astrocitos maduros, generando este patron “estrellado” tan caracteristico de los astrocitos
(Figura 8E) (Middeldorp, J. et al., 2011).
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Figura 8. Tincién inmunocitoquimica de cultivo neuronal. Tincion de cultivo neuronal a dia 14 con DAPI en azul, un
anticuerpo comercial en rojo y el anticuerpo producido a una dilucién 1:5 en verde. La Ultima columna corresponde a una
imagen final donde todos los canales estan superpuestos. Cada fila corresponde a un experimento distinto, donde se
comprobo la eficacia de los anticuerpos anti-VGlut3 (8A), anti-VGIlut2 (8B), anti-Shank3 (8C), anti-Neuregulina-HBD (8D)
y anti-GFAP (8E). En la figura 8A y 8B se presentan una flechas que sefialan la cercania entre los diferentes marcajes.
En la figura 8C y 8E se puede observar la colocalizacion entre ambos anticuerpos. Finalmente, el anticuerpo producido
en la figura 8D parece no mostrar efectividad. Las fotografias de las figuras 8A, 8B y 8C fueron tomadas a 63x en el
microscopio invertido Leica DMi8 M/C/A y estan a una escala de 20 ym. La figuras 8D y 8E fueron tomadas en el mismo
microscopio a 20x, teniendo una escala de 100 ym.

4. 2. 3. Caracterizacion de la funcionalidad en tincion inmunohistoquimica

De forma similar a la tincion inmunocitoquimica, también se probé la eficacia de los anticuerpos
en tejido. El andlisis en el microscopio Leica DMi8 M/C/A no permitioé distinguir la tincion de los
marcadores sindpticos con la propia autofluorescencia del tejido. Por esa razén, en la Figura 9
solo se muestra el anticuerpo anti-GFAP.

Se puede apreciar como el anticuerpo GFAP colocaliza exactamente con su respectivo
anticuerpo comercial. La imagen seleccionada corresponde a la dilucién 1:5, pues su marcaje
era mas intenso que el obtenido con la dilucién 1:50.

I DAPI J | anti-GFAP Comercial

| anti-GFAP |l Combinado

Figura 9. Tincion inmunohistoquimica de tejido cortical. Tincién de tejido neuronal del cértex de un ratén adulto. El
marcaje con el anticuerpo producido (anti-GFAP) se llevd a cabo con una dilucién 1:5. El resto de las diluciones se
siguieron tal y como se muestran en la Tabla 6 y 7. Las imagenes se tomaron en el microscopio Leica DMi8 M/C/A a 20x
de aumento, cuya escala corresponde a 100 pm.

4. 3. Concentracion de los anticuerpos

La importancia de concentrar anticuerpos se plantea por sus numerosas ventajas: soluciona
problemas de espacio al reducir enormemente su volumen, facilita su transporte como
mercancia, incrementa la actividad de un anticuerpo con poca eficiencia de unidn y minimiza el
sobrenadante donde estan disueltos. El sobrenadante contiene moléculas que pueden provocar
reactividad en una tincién inmunoldgica. Reduciendo el volumen de anticuerpo necesario para
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incubar una muestra, se disminuyen las probabilidades de que este hecho suceda y contamine
los resultados. Ademas, si se concentran los anticuerpos para su almacenaje a bajas
temperaturas se alarga su durabilidad (Fishman, J. B., & Berg, E. A., 2019). Un ejemplo se
encuentra en los anticuerpos del catalogo de Thermo Scientific™, donde suelen ser liofilizados
de forma previa a su comercializacidn.

La fase final de este estudio se centrd en concentrar los anticuerpos producidos, seleccionando
el mejor método a partir de los recursos del laboratorio. Una vez concentrados los anticuerpos,
se midid su eficacia en una tincién inmunocitoquimica de tejido neuronal.

4, 3. 1. Prueba de concentracion

En esta primera prueba se utilizé el anticuerpo anti-VGlutl previamente producido por Adrian
Torres (Torres Villasante, A., 2020). Este anticuerpo se concentré por dos métodos distintos.

a) Porun lado, diez tubos de 1 mL de medio se liofilizaron para resuspender su contenido
en un volumen final de 1 mL. El medio de resuspensidn estaba compuesto por una
proporcidn 1:1 de PBS 1x y glicerol.

b) Por otro lado, se concentré el contenido de 10 tubos a través de un centricon 30K
MW(CO. El centricon se lavé con 300 uL PBS 1x para recuperar los anticuerpos, y se
afadieron otros 300 uL de glicerol.

A partir de estos concentrados se llevd a cabo una tinciéon inmunocitoquimica de cultivo
neuronal, comprobando su eficacia frente al anticuerpo sin concentrar (Figura 10). Para que se
administrara la misma cantidad de anticuerpo en cada tincién, se reajustaron las diluciones de
los diferentes elementos: 1:5 para el anticuerpo diluido, 1:50 del concentrado por liofilizacién,
y 1:80 para el concentrado por centricon. Una vez obtenido el resultado final, se pudo observar
un mejor rendimiento del anticuerpo liofilizado.
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Figura 10. Prueba de concentracion del VGlutl. Tincién inmunocitoquimica de VGlutl en cultivos neuronales a
distintas condiciones del anticuerpo anti-VGlut1, situadas de forma individual en la fila “IgG-ratéon”. La eficacia del
anticuerpo diluido fue comprobada frente a la eficacia del anticuerpo concentrado por liofilizacién y por centricon. Se
reajustaron las diluciones de los diferentes elementos para afiadir la misma cantidad de anticuerpo en los cultivos. Las
imagenes fueron tomadas en el microscopio ApoTome.2 a 63x, con una escala de 15 ym.

4. 3. 2. Tincién inmunocitoquimica con los anticuerpos concentrados

Finalmente, se concentraron el resto de los anticuerpos por el método de liofilizacién. La
cantidad de medio de resuspensién anadida se calculé en base al volumen de anticuerpo
liofilizado, manteniendo una concentracion uniforme entre todos los anticuerpos concentrados.

Para comprobar su eficacia, también se compard su rendimiento frente a su respectivo
anticuerpo diluido. Como el anticuerpo estaba 10 veces mas concentrado, se equilibraron las
cantidades de anticuerpo afadidas, incubandose con el anticuerpo concentrado a una diluciéon
1:50, y del diluido a 1:5. Los resultados quedaron enfrentados en la Figura 11, donde se
demuestra una funcionalidad uniforme entre los anticuerpos diluidos y concentrados.
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Figura 11. Tincién inmunocitoquimica de los anticuerpos diluidos y concentrados. Se encuentran enfrentados los
resultados de la tincién del anticuerpo sin concentrar contra el anticuerpo concentrado. Las diluciones fueron ajustadas
para que todas las tinciones contaran con la misma cantidad de anticuerpo. Las imagenes fueron tomadas en el
microscopio Leica DMi8 M/C/A. Los parametros de la figura A son 63x aumentos a una escala de 20 ym, mientras que
los de la figura B son 20x aumentos a una escala de 50 ym.

31



5. Discusion

5. 1. Caracterizacion de la actividad de los anticuerpos

Continuando con el estudio experimental de Andrews, N. P. et al. (2019), se han caracterizado y
validado cinco anticuerpos recombinantes producidos en la linea celular HEK 293T. Estos
anticuerpos han demostrado una versatilidad distinta entre ellos dentro del campo cientifico.

Por un lado, los anticuerpos anti-GFAP y anti-Neuregulina-HBD son aptos para su uso en Western
Blot, pues mostraron el marcaje esperado. Para confirmar que el anticuerpo anti-Shank3
también es efectivo en este tipo de técnicas, se deberia de realizar un Western Blot cuyo gel
presente un porcentaje menor de acrilamida (<10%). Con este cambio se podran diferenciar
mejor las bandas de mayor tamafio, distinguiéndose de las posibles bandas inespecificas.

La ineficiencia del resto de anticuerpos puede surgir por la posicién del epitopo al que
reconocen. Como se ha explicado anteriormente, es muy importante tener en cuenta la
estructura tridimensional de las moléculas a la hora de disefiar un anticuerpo (Chiu M. L. et al.,
2019). El componente SDS-PAGE de los Western Blots es un desnaturalizante que elimina la
estructura secundaria y terciaria de las proteinas, por lo que muchos anticuerpos pierden su
funcionalidad (Chiu M. L. et al., 2019; Roy, S., & Kumar, V., 2014). De este modo, cambiando las
secuencias V. y Vu de los plasmidos productores por las de otros hibridomas especificos, se
podrian producir anticuerpos cuya diana fuera directamente reconocible en la estructura
primaria de la proteina (Andrews, N. P. et al., 2019).

El experimento con una mayor tasa de éxito corresponde a la tincién inmunocitoquimica. En él
se observa un correcto marcaje de todos los anticuerpos, a excepcion del anti-Neuregulina-HBD.
La Neuregulina 1 es una proteina que presenta mas de 30 isoformas distintas. El empalme
alternativo de sus exones da lugar a esta gran variabilidad, complicando su estudio (Kim B. et al.,
2013). Una solucién similar al caso anterior podria ser la resintesis del pldsmido, usando unas
secuencias V. y Vy distintas que confieran una unidon mas eficiente a la proteina (Andrews, N. P.
et al.,, 2019). Por otro lado, como las Neuregulinas son proteinas expresadas de forma
pleiotrdpica en el organismo, se podria comprobar si el anticuerpo producido es especifico a los
isotipos de otro tipo de cultivos (Kim B. et al., 2013).

El marcaje de los nucleos por el anticuerpo comercial anti-GFAP puede deberse a una
contaminacidn en los reactivos. Una mala praxis en el laboratorio es capaz de derivar en la
mezcla de los compuestos madre, siempre que no se asegure la esterilidad de las puntas durante
el pipeteo. En acorde al color del marcaje de los nucleos, se puede deducir que la contaminacion
procede de una molécula de pollo, pues el anticuerpo secundario que lo detecta es el anti-pollo.
Seria de interés repetir el ensayo inmunocitoquimico con un anticuerpo nuevo, confirmando asi
si el error se debe al reactivo usado, o por una contaminacidon dada durante en el manejo del
cultivo.

Por ultimo, se confirmd la efectividad del anticuerpo anti-GFAP para las tinciones
inmunohistoquimicas. Las muestras observadas bajo el microscopio Leica DMi8 M/C/A
generaban una alta autofluorescencia por parte del tejido. Un microscopio confocal permite
obtener imagenes de mayor nitidez al focalizar su haz de luz en un solo punto (Semwogerere,
D., & Weeks, E. R., 2005). Considerando que las proteinas sindpticas se marcan como pequefios
puntos dentro del tejido, convendria comprobar la efectividad de los anticuerpos anti-VGlut2,
anti-VGlut3 y anti-Shank3 en un microscopio confocal, donde la luz no difumine.

Es importante tener en cuenta que el gran tamafio de los anticuerpos dificulta su penetracion
en tejido (Murphy, K. M., 2017). Si se confirmase la ineficacia de los anticuerpos bajo el
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microscopio confocal, una posible solucidn se centraria en el desarrollo de anticuerpos de menor
tamano. Este objetivo se puede abarcar con la adaptacién de los anticuerpos a las estructuras
nanobodies, compuestas solo de dominios variables de cadena pesada (Jovcevska, I. et al., 2020).
Estas proteinas son igual de afines, especificas, solubles y termoestables que los anticuerpos
normales, pero con un peso reducido a 15 kDa (Arbabi-Ghahroudi M. et al., 2017). Asi mismo, la
expresion de nanobodies en células no requiere de modificaciones post-traduccionales,
permitiendo su produccion en bacterias y reduciendo sus costes de manufacturacion (Jovcevska,
. et al., 2020).

5. 2. Aplicacién en el marco neurobioldgico

Los anticuerpos producidos serdan una herramienta de gran utilidad para el estudio de la sinapsis,
el mecanismo de comunicacién comun entre neuronas. Las alteraciones en la funcionalidad
normal de estos procesos pueden derivar en cuadros patolégicos que, a su vez, pueden ser
caracterizados a partir del marcaje celular con los anticuerpos producidos (Fazzari, P. et al.,
2010; Vigneault, E. et al., 2015). Un correcto funcionamiento del sistema nervioso implica la
regulacion del balance entre las sinapsis excitatorias e inhibitorias, mediadas por
neurotransmisores. Los trastornos psiquidtricos se generan cuando este equilibrio es
descompensado, ya sea por la incorrecta liberacidon de neurotransmisores, o por la incapacidad
de la membrana postsinaptica de reconocerlos (Arora, V. et al., 2018).

Concretamente, los anticuerpos escogidos en este experimento componen un marco de estudio:
las proteinas que reconocen ayudan a entender el mecanismo de accion del trastorno
esquizoide. La esquizofrenia es una enfermedad que afecta al 1% de la poblacidén, cuya base
genética se relaciona con la proteina Neuregulina 1 (Fazzari, P. et al. 2014). De este modo, las
personas con esquizofrenia presentan un fenotipo alterado en la expresién de sus isotipos en
las estructuras cerebrales (Harrison, P. J., & Law, A. J., 2006). Asi mismo, se ha demostrado que
la ineficiente transmisidn de la sinapsis glutamatérgica cumple un rol importante en el desarrollo
de esta patologia, sinapsis en las que intervienen la familia de proteinas VGluts, la proteina
Shank3, y los astrocitos (Coyle, J. T., 2006).

No obstante, el uso de estos anticuerpos como herramienta neurobioldgica no solo es util para
el estudio de la esquizofrenia. Muchos trastornos psiquidtricos presentan fenotipos
coincidentes, los cuales estdn altamente relacionados con alteraciones en las sinapsis
glutamatérgicas (Arora, V. et al.,, 2018). Entre ellas, podemos destacar la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Alzheimer, el trastorno bipolar, el trastorno de ansiedad vy la
depresion (Arora, V. et al., 2018; Fazzari, P. et al., 2010; Vigneault, E. et al., 2015).

5. 3. Validacion de su actividad frente a los anticuerpos monoclonales

Finalmente, y a pesar de las limitaciones encontradas, queda expuesta la capacidad de producir
anticuerpos recombinantes en células, asi como las ventajas que presentan frente al uso de
anticuerpos monoclonales convencionales:

a) En primer lugar, su coste de produccién es menor. Esto se debe a que los anticuerpos
monoclonales requieren de una gran inversién econdmica para generar hibridomas y
mantener a los animales involucrados (Andrews, N. P. et al., 2019). Esta diferencia
queda reflejada en los precios del mercado, donde se observa una clara
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b)

c)

d)

descompensaciéon. Los anticuerpos monoclonales usados en este experimento
proceden de ThermoFisher Scientific y 100 uL de cada uno de ellos tiene un precio en
torno a 400€. En contraste, los plasmidos que producen estos anticuerpos se pueden
comprar en la web Addgene.org por solo 63€, pudiendo ser amplificados para aumentar
su cantidad.

Asi mismo, el uso de pldsmidos para la generacion de anticuerpos asegura su
uniformidad y replicabilidad entre laboratorios (Andrews, N. P. et al., 2019). Los
anticuerpos recombinantes de este proyecto proceden de hibridomas ya existentes,
inmortalizando su secuencia de DNA (Langjahr, P., & Sotelo, P., 2016). Por el contrario,
el uso de hibridomas vivos como maquinas productoras es menos fiable: a pesar de que
son células inmortales, sus genes son muy inestables (Andrews, N. P. et al., 2019).

Otro aspecto a considerar es su concordancia con el principio de las 3Rs. Uno de sus
postulados Ilama al reemplazo del uso de animales por procesos in vitro tanto como sea
posible (Rodriguez Yunta, E., 2007). De este modo, se reduce el uso de animales dentro
la industria.

Por ultimo, los anticuerpos recombinantes favorecen las técnicas de etiquetado
multiplex, altamente usadas en neurociencia. Estas técnicas se basan en el empleo de
diferentes anticuerpos para detectar distintos tipos de proteinas en una misma muestra.
Para que este proceso se desarrolle correctamente, los anticuerpos escogidos deben
proceder de distintas especies o isotipos, evitando la reactividad cruzada (Weis-Garcia,
F., & Carnahan, R. H., 2017). Esta condicidn se ve comprometida por la escueta
diversidad en el mercado: el 84% de los anticuerpos comercializados son de conejo,
raton y cabra (Andrews, N. P. et al., 2019). De este modo, el desarrollo de plasmidos
productores de anticuerpos permite seleccionar el isotipo y especie a voluntad,
abarcando esta dificultad tan comun en las técnicas de etiquetado multiplex y
permitiendo identificar un mayor nimero de proteinas por muestra (Weis-Garcia, F., &
Carnahan, R. H., 2017). Las subclases de anticuerpos de ratéon pueden ser
eficientemente detectadas por un anticuerpo secundario especifico, aumentando asi la
gama de eleccién. Como el 69% de los anticuerpos de ratdn comercializados pertenecen
alasubclase IgG1, los anticuerpos producidos en este experimento ofrecerdn una buena
alternativa en el mercado al pertenecer a la subclase IgG2a (Andrews, N. P. et al., 2019).
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6. Conclusion

A partir de los resultados obtenidos se pueden sacar las siguientes conclusiones:

1.

Los plasmidos codificantes de los anticuerpos anti-VGlut2, anti-VGlut3, anti-
Neuregulina-HBD, anti-GFAP y anti-Shank3 son eficazmente expresados en la linea
celular HEK 293T.

Los anticuerpos anti-Neuregulina-HBD y anti-GFAP pueden ser usados para procesos de
Western Blot.

Los anticuerpos anti-VGlut2, anti-VGlut3, anti-GFAP y anti-Shank3 son efectivos y
especificos para las tinciones inmunocitoquimicas.

El anticuerpo anti-GFAP funciona adecuadamente en las tinciones inmunoldgicas de
tejido.

Los anticuerpos anti-VGlut2, anti-VGlut3, anti-GFAP y anti-Shank3 pueden ser
concentrados sin perder sus cualidades, garantizando asi su correcto almacenaje.
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8. Anexo

Types and characteristics of antibodies Distribution in the body
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Figura suplementaria 1. Funcién principal de las diferentes clases de anticuerpos y su distribucion en el cuerpo
humano. Imagen obtenida de la web TYPES OF ANTIBODIES | MBL LIFE SCIENCE -JAPAN-, 2017.
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El transcrito de anticuerpo también incluye el fragmento para la regién constante

Figura suplementaria 2. Recombinacién V(D)J de las cadenas pesadas en las inmunoglobulinas. Los genes V
(segmento genérico variable), D (segmento de diversidad) y J (segmento de unién) se someteran a un proceso de
recombinacion genética, denominada recombinacion V(D)J, para dar lugar a las diferentes cadenas pesadas en las
inmunoglobulinas. La region constante (C) de la cadena pesada se muestra en amarillo (Abbas, A. K., 2020). Imagen
original del repositorio “Wikipedia Commons” (RECOMBINACION V(D)J., 2008).
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