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RESUMEN

Esta tesina de grado tiene como objetivo principal la produccidon de proBDNF (del inglés pro-
Brain Derived Neurotrophic Factor) recombinante humano en E. Coli. Para obtener dicha
neurotrofina se utilizd la metodologia previamente puesta a punto en el Laboratorio de
Neurodegeneracién del Institut Pasteur de Montevideo, para la expresidon de otra proteina
homaloga, perteneciente a la familia de las neurotrofinas: el NGF (del inglés Nerve Growth
Factor).

En primer lugar, se procedié a disefiar el plasmido conteniendo el gen que codifica para la
proneurotrofina precursora del factor de interés (proBDNF). Se utilizé un plasmido pET-22b(+)
conteniendo una cola de histidina (His Tag) de manera de facilitar la purificacion. Una vez
obtenidos los plasmidos con el gen que codifica para proBDNF se transformaron bacterias (E.
Coli de la cepa BL21) competentes con éstos y se verifico la presencia, en dichas células, de los
pldsmidos con el inserto mediante una minipreparacién de ADN plasmidico por lisis alcalina.
Una vez verificada la presencia del plasmido con el inserto en las bacterias, se procedié a la
expresion de proBDNF. Luego se realizé el andlisis de las fracciones solubles e insolubles con lo
cual se logré comprobar que dicha proneurotrofina se expresa de forma insoluble (cuerpos de
inclusion).

Posteriormente se procedié a la purificacion del proBDNF. Para esto se utilizé el protocolo
previamente optimizado para la obtencién de NGF recombinante, siguiendo pasos de
desnaturalizacidén y renaturalizacidon necesarios para la obtencién de la estructura nativa del
proBDNF a partir de los cuerpos de inclusidon. Una vez renaturalizada, la proneurotrofina se
purific6 mediante cromatografia de afinidad de metales quelantes utilizando una columna
formada por una matriz con ligandos quelantes inmovilizados y cargados con iones metalicos
de transicién (Niquel, en este caso) los cuales se unen de manera no covalente a ciertos
aminodacidos como histidina. Dado que la proteina de interés contiene una cola de histidinas
(His-Tag) en su extremo carboxilo terminal esta va a permanecer unida a la columna. La
elucion del proBDNF se realizé mediante la adicién de Imidazol a la columna; este compuesto
tiene el grupo funcional de la histidina que compite por los puntos de unién metalicos de la
matriz, permitiendo asi la liberacién de la proteina unida. Una vez finalizada la purificacién de
proBDNF se realizé una didlisis con la muestra de interés para poder retirar los trazos de
imidazol. Para verificar la obtencién de proBDNF se llevd a cabo una electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se procedié a analizar la banda de
interés (de peso molecular cercano al del proBDNF) mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF. También se verificd la presencia de la neurotrofina de interés mediante un
Western-Blot utilizando anticuerpos anti-BDNF. Posteriormente corresponderia realizar una
digestion con tripsina para obtener, a partir de la proneurotrofina, el BDNF. También seria
necesario realizar una serie de bio-ensayos para comprobar la actividad biolégica del BDNF
recombinante.

Dado que esta produccion de dicha neurotrofina humana recombinante no ha sido publicada
anteriormente se espera que en un futuro cercano estos resultados deriven en producciones
bibliograficas y/o técnicas.
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1- INTRODUCCION

1.1 - Neurotrofinas
1.1.1 - Generalidades

El BDNF es una proteina perteneciente a la familia de las neurotrofinas. Estas constituyen una
de las familias de factores de crecimiento asociados con desarrollo neuronal y mantenimiento
funcional mas caracterizados y estudiados [1, 2]. A diferencia de los factores de crecimiento
convencionales, la transduccion de sefiales de las neurotrofinas difiere en que los ligandos
activan sus receptores en la sinapsis y necesitan ser transportados de forma retrégrada al
soma celular para poder ejercer cambios en la expresién génica [3].

Las neurotrofinas consisten en pequeiias proteinas secretadas y diméricas. Se generan como
precursores llamados proneurotrofinas que presentan una funcion diferente a la de la especie
madura, obtenida luego del procesamiento proteolitico [4]. Los miembros de esta familia son:
NGF (nerve growth factor), BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (neurotrophin 3),
NT-4/5 (neurotrophin 4/5) y neurotrofina 6 (sélo presente en los peces teledsteos); y se
pueden encontrar en el sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico y otros tejidos.

En cuanto a su funciéon, a nivel celular, los efectos bioldgicos de las neurotrofinas son muy
diversos, especificos para cada tipo celular y muchas veces paraddjicos. Aunque inicialmente
fueron identificadas como factores de crecimiento, las neurotrofinas median una gran
variedad de funciones bioldgicas incluyendo supervivencia, diferenciacion, detencidn del ciclo
celular, neurodegeneracién, neuroproteccién, apoptosis y modulacién de la plasticidad
sindptica [5]. Estas proteinas ejercen sus funciones a través de su unidn a dos tipos de
receptores transmembrana proteicos: receptores tirosina quinasas de la familia Trk (TrkA, TrkB
o TrkC) y el receptor p75, miembro de la superfamilia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNFR, del inglés Tumor Necrosis Factor Receptor) [6].

En cuanto a sus propiedades, las neurotrofinas procesadas existen en solucién como
homodimeros unidos de forma no-covalente [7, 8] y presentan puntos isoeléctricos muy bajos,
una propiedad algo inusual para proteinas secretadas, lo cual puede limitar su rango de accion.
La caracteristica estructural de la proteina es un arreglo caracteristico de puentes disulfuro
conocido como “nudo de cisteinas” [9], posteriormente identificado en otras proteinas
secretadas como los factores de crecimiento derivados de plaquetas y los factores de
crecimiento transformantes Bs (TGF-Bs) [10]. Desde el punto de vista genético, las secuencias
de las neurotrofinas son altamente conservadas en los mamiferos, con la excepcion de la
NT4/5; vy, en vertebrados superiores, estos factores neurotréficos derivan de 4 genes [11], con
cinco genes que codifican para tres receptores no relacionados entre si, responsables de los
efectos de sefializacion [12].

1.1.2 - Sintesis y secrecidn de las neurotrofinas

Todas las neurotrofinas de mamiferos son sintetizadas como proneurotrofinas las cuales
tienen, aproximadamente, un tamafio de 30-35kDa [13]. Estos precursores son clivados por
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furina, pro-convertasas y metaloproteasas (MMPs) para formar las neurotrofinas maduras,
todas las cuales forman homodimeros unidos no covalentemente, con cada mondmero
pesando aproximadamente entre 12 y 13 kDa [13]. Todas las estructuras de neurotrofinas de
mamiferos han sido obtenidas por cristalografia de rayos X, y debido a la formacion
caracteristica de una horquilla doble formada por dos puentes disulfuro, penetrados por un
tercer puente disulfuro (ver figura 1), son consideradas miembros de la superfamilia del nudo
de cisteina [14].

Figura 1 - Vista esquematica de la estructura de BDNF, region del nudo de cisteinas. El esquema muestra el nudo
de cisteinas, formado por los tres puentes disulfuro intracatenarios. (Extraido de Sunasara et al., 1999).

Luego de su sintesis en el reticulo endoplasmico, las proneurotrofinas deben plegarse
correctamente, y deben ser guiadas a la via secretora adecuada, regulada o constitutiva, y
luego ser transportadas al compartimiento celular apropiado [15]. En la mayoria de las células
no neuronales, las neurotrofinas son secretadas a través de la via constitutiva, donde los
compartimientos de vesiculas intracelulares se fusionan espontdneamente con la membrana
plasmatica para liberarlas en el espacio extracelular [13]. En la mayoria de las poblaciones
neuronales, las neurotrofinas son cargadas en granulos secretorios que son, posteriormente,
transportados a dendritas y espinas para ser liberados de forma post-sinaptica [16]. Sin
embargo, las neurotrofinas también pueden ser cargadas en vesiculas y marcadas para
transporte anterdgrado hacia las terminales axonales, donde experimentan secrecién
extracelular dependiente de estimulos [15]. Finalmente hay tres destinos conocidos para las
proneurotrofinas intracelulares: clivaje intracelular seguido de secrecion; secrecién seguida de
clivaje extracelular; o excrecidn sin clivaje extracelular [2].



Tradicionalmente, las proneurotrofinas eran consideradas como precursores inactivos, sin
actividad bioldgica significativa [17]. Sin embargo, hallazgos de grandes cantidades de proNGF
y proBDNF que escapan al clivaje en ciertos tejidos postulé la posibilidad de que estas formas
no clivadas de neurotrofinas tengan funciones bioldgicas [13].

Recientemente el proNGF y el proBDNF han surgido como potentes inductores de apoptosis
[15, 18].

—
Signalling Peptide — Furin Cleavage Site
Pro-Domain — Cysteine Residues
Mature Protein ® N-Glycosylation site
.

Figura 2 - Esquema de la secuencia de las formas procesada y no procesada de las neurotrofinas. Con la excepcion
de NT4/5, las secuencias de las neurotrofinas son altamente conservadas en mamiferos. Son sintetizadas como pre-
pro-proteinas glicosiladas que sufren un clivaje proteolitico. El prodominio puede ser clivado intracelularmente por
furina o extracelularmente por metaloproteasas (MMPs) y plasmina. Tanto los promotores procesados como los no
procesados forman dimeros estables en solucion. La caracteristica estructural de las neurotrofinas es el motivo del
nudo de cisteinas, el cual contiene a varios residuos de cisteina conservados dentro de la entidad madura. (Extraido
de Matusica, 2008).

1.2 - Receptores
1.2.1 - Generalidades

Las neurotrofinas se unen a dos tipos principales de receptores presentes en la superficie
celular: la quinasa relacionada a tropomiosina (Trk, del inglés Tropomyosin Related Kinase),
perteneciente a la familia de los receptores tirosina quinasas [19, 20], y el receptor para
neurotrofinas p75 (p75"""), miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral
(TNF) [21]. P75"™ fue el primer receptor de NGF en ser identificado [22, 23], y el primer
receptor Trk fue descubierto, originalmente, como un rearreglo de tropomiosina no-muscular,
y luego como una tirosina quinasa desconocida [24]. A dicha tirosina quinasa se la llamé TrkA y
posteriormente fue identificada como un receptor de NGF [25, 26]. Poco tiempo después se
identificaron, gracias a su similitud con TrkA, las tirosinas quinasas TrkB y TrkC [27-29].

Muchas veces ambos tipos de receptores son co-expresados por la misma célula. En estos
casos la funcidn de dichas moléculas puede variar significativamente ya que las sefales
generadas por cualquiera de los receptores son capaces de incrementar u oponerse a las



sefiales del otro [30]. De esta forma, los receptores Trk y p75"™

existen en una compleja
relacién paraddjica, actuando para fomentar el apoyo o la supresion de las acciones del otro,
en algunas ocasiones, asi como también compartiendo y potenciando las afinidades de unién
para multiples neurotrofinas, en otras. Para complicar este sistema de dos receptores adn
NTR

mas, p75° " también se asocia con otros receptores en una variedad de funciones que no

siempre se encuentran asociadas a la acciéon de las neurotrofinas.
1.2.2 - Receptores de neurotrofinas y especificidad del ligando

La afinidad de ligando de las neurotrofinas y su especificidad es muy compleja debido al uso de

NTR tienen propiedades de

sistemas multi-receptor. Ademds de que los receptores Trk y p75
sefializacion caracteristicas, p75"'" tiene también la habilidad de modular y alterar la
especificidad de ligando de los receptores Trk [31]. A pesar de que TrkA es capaz de unir NGF y
NT-3, la co-expresion de p75" ™ y TrkA restringe la sefializacion especifica de NGF via TrkA [32].
TrkB tiene la habilidad de unirse a BDNF, NT-3 y NT-4/5 [33], sin embargo, en presencia de
p75"™* sélo el BDNF es capaz de ejercer una respuesta funcional [34]. En contraste, TrkC sélo
exhibe afinidad de unién por NT-3, pero muestra un descenso en su especificidad absoluta por

NTR [35]. Ademds, estudios recientes acerca de la relacion estructura-

NT-3 en presencia de p75
funcion de los receptores Trk indican que cuando son co-expresados con p75""" los dominios
extracelulares del receptor Trk se ven alterados para ofrecer sitios de anclaje adicionales para
los ligandos de neurotrofinas [36]. Diversos estudios demostraron que el proNGF se une a
p75"™® con una afinidad mayor que el NGF maduro y es un potente inductor de la apoptosis.
Posteriormente se descubrié que el proNGF se une Unicamente a p75NTR y sortilina, pero no a
TrkA, y por esto han sugerido que el proNGF es un ligando apoptdético que es especifico para

p75""" solo 0 en asociacién con sortilina.

NTR representa al miembro mds reciente de la

El receptor sortilina, que interactia con p75
familia de receptores de neurotrofinas. Este es un receptor tipo | de aproximadamente 95kDa,
que guarda una gran homologia con la proteina Vps-10p (proteina de sorting de la levadura
vacuolar proteina 10), con un Unico dominio transmembrana, y una corta cola citoplasmatica
con un C terminal homdlogo al del manosa 6-fosfato (M6P-R)/receptor del factor de
crecimiento parecido a la insulina Il (IGF-1I, del inglés insulin-like growth factor-II receptor) [37].
En la sortilina madura, un propétido N-terminal (amino-terminal) de 44 residuos fue clivado y
descartado, y resultados recientes demuestran que el clivaje del propéptido mediado por
furina condiciona a la sortilina para la unién al ligando [38]. La familia de receptores Vps-10p
esta involucrada en el tréfico de carga desde la red trans-golgi (TGN) hacia los
compartimientos endociticos y lisosomales, y mas del 90% de la sortilina se encuentra en
compartimientos intracelulares [39]. La sortilina se expresa en una gran variedad de tejidos
pero es mas abundante en el sistema nervioso central, desde el desarrollo hasta la adultez
[40].

La sortilina se une a moléculas de proNGF [41], y proBDNF [18], en presencia de p75"™ con
gran afinidad, llevando a la apoptosis neuronal.

A pesar de que tanto el p75"™

como la sortilina son requeridos para la transduccion de la sefial
apoptética inducida por proNGF y proBDNF, la sortilina también se une a proNGF [41] y al
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proBDNF [42] en ausencia de p75"™". La habilidad de bloquear el envio de BDNF desde la red
trans-golgi a granulos secretorios con una simple sustitucion en su prodominio (BDNF-V66M)
sugiere que una region especifica del prodominio puede ser requerida para la secrecion
eficiente y regulada del proBDNF desde las neuronas [42]. Es asi que la sortilina no sélo

funciona como un correceptor de p75""" en la sefializacién apoptética, sino que también
parece ser crucial en la regulacién adecuada de la guia para el movimiento intracelular de las

recientemente sintetizadas proneurotrofinas.

Es asi que las neurotrofinas utilizan tres clases de receptores distintos para dictar y regular
respuestas bioldgicas opuestas, de supervivencia y muerte. A continuacidn se estudiaran en
mayor profundidad dos de los principales receptores y sus vias de sefializacidon: los receptores

Trk y el receptor p75™™".

1.2.3 - Familia de receptores Trk

El proto-oncogen trk codifica para tres tipos de tirosina quinasas altamente relacionadas: TrkA,
TrkB y TrkC [19, 43]; y también para numerosas variantes de empalme de cada Trk [19].

Los receptores Trk son tipicos receptores tirosina quinasas que poseen una estructura
tripartita conteniendo un dominio extracelular compuesto por tres motivos ricos en leucina,
flanqueados por dos agrupaciones de cisteina, dos dominios similares al dominio de tipo C2 de
las inmunoglobulinas (Ig-C2), un Unico dominio transmembrana, y una cola citoplasmatica que
contiene diez tirosinas conservadas, cuyo propdsito es el inicio de las cascadas de sefializacién
[19, 44].

La unién de las neurotrofinas a los receptores Trk ocurre, principalmente, a través de los
dominios Ig-C2, siendo el dominio mads cercano a la regién transmembrana el que cumple el rol
principal en esta funcidn [45, 46]. Los motivos ricos en leucina y las agrupaciones de cisteina
también pueden estar involucrados en este proceso [47]. La unidn de las neurotrofinas a los
receptores Trk provoca la dimerizacidn alostérica del receptor, seguida por la activacién de la
quinasa [48]. Esto conlleva al reclutamiento de proteinas de sefializacion como resultado de la
fosforilacién, por accion de la quinasa, de varios residuos de tirosina conservados
evolutivamente, presentes en el horquilla de activacién citoplasmatica, incluyendo Y670, Y674
e Y675 [49]. La fosforilacion de los otros residuos promueve la sefializaciéon mediante la
creacion de sitios de anclaje para un gran numero de proteinas adaptadoras que acoplan estos
receptores a cascadas de sefalizacion intracelulares [49, 50], y a componentes del motor
citoplasmadtico para el transporte axonal [51].

Otra funcién importante de los dominios Ig-C2 es la prevencion de la dimerizacidn espontdnea
del receptor Trk mediante la estabilizacién de la forma monomeérica del mismo; esto evita que
ocurra una activacion en ausencia de las neurotrofinas [52].

1.2.4 - Empalme alternativo de los receptores Trk

Todos los genes que codifican para los receptores trk de las neurotrofinas son naturalmente
expresados como multiples isoformas de proteinas, generadas a través del empalme
alternativo de los transcriptos primarios de sus genes. Variantes de empalme han sido
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descriptas para los tres receptores Trk. Estos receptores tienen, por ejemplo, deleciones en el
dominio extracelular o estdn truncas en el dominio intracelular, incluyendo el dominio tirosina
quinasa (para Trks humanos, [53]). Se descubrié que variantes de inserto del dominio
extracelular de TrkA y TrkB pueden influenciar la especificidad de ligando; en particular, una
variante de empalme de TrkB a la que le faltaba el exdn 9 en el dominio extracelular mostré
una interaccion disminuida con NT4/5 y NT3 [54]. De forma similar, una variante de TrkA ha
sido descripta con una especificidad aumentada por NGF y una especificidad disminuida por
NT3 [55]. Variantes de empalme de TrkC, y especialmente de TrkB, que carecen del dominio
tirosina quinasa son expresadas en altos niveles en el cerebro adulto [56]. Sin embargo, sus
roles bioldgicos contindan poco claros. Las isoformas truncas del receptor TrkB, designadas T1
y T2, contienen dominios intracelulares cortos (de 23 y 21 aminoacidos; [56, 57]), son sobre-
expresadas durante el desarrollo postnatal temprano y predominan sobre el TrkB completo
(FL, del inglés full length) en el cerebro adulto [58]. Estos receptores truncos muchas veces son
expresados en células no neuronales que no expresan el receptor TrkB completo [56]. Ellas
internalizan BDNF y pueden restringir su disponibilidad [59]. Las variantes de empalme truncas
de Trk muchas veces son consideradas como moduladores dominantes negativos de la
sefializacién por Trk, y hay muchas evidencias de que esta modulacidén negativa ocurre en
sistemas reconstituidos [60, 61].
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Figura 3 - Representacion esquematica de las isoformas estructurales de Trk. El receptor Trk puede encontrarse en
su forma completa (FL, del inglés full length) o como variantes que surgen del empalme alternativo. Parte A- Dos
isoformas diferentes de TrkA han sido descriptas y llamadas TrkA-I y TrkA-Il. Tres isoformas de TrkA-I (se observan
dos) han sido aisladas, las cuales llevan una delecion total o parcial de la regién rica en cisteinas en la matriz
extracelular. TrkA-Il difiere de TrkA-l en que contiene una insercidon extracelular de seis aminoacidos cerca del
dominio transmembrana. Parte B- Los transcriptos de TrkA y TrkB son empalmados alternativamente en un
pequefio exdn en su dominio extracelular, creando la isoforma proteica correspondiente, llamada TrkA/B-S. El
empalme alternativo del dominio intracelular del transcripto de TrkB resulta en isoformas con dominios tirosina
quinasa truncos (TrkB-T1 y TrkB-T2). Parte C- Las isoformas con los dominios tirosina quinasa truncos, TrkB-T1 y
TrkB-T2, también existen para el receptor TrkC. También han sido descriptas isoformas con una insercion de péptido
tirosina quinasa para el receptor TrkC. (Extraido de Matusica, 2008).

1.2.5 - Seiializacion mediada por Tirosina Quinasa

Las vias de sefializacion activadas por neurotrofinas a través de los receptores Trk resultan en
destinos neuronales criticos como supervivencia neuronal, diferenciacidn, arborizacion
dendritica, formacién de sinapsis, plasticidad neuronal y crecimiento axonal, entre otros [4, 49,
62, 63].

La unién de neurotrofinas a los receptores Trk conlleva a la dimerizacién y fosforilacion de los
receptores, reclutamiento de varios adaptadores y enzimas, y a la activacion de varias vias de
sefializaciéon [64, 65]. Las respuestas especificas para cada neurotrofina se alcanzan a través de
la combinacién unica de los sitios de anclaje del receptor Trk, el reclutamiento de diferentes
adaptadores y enzimas citoplasmaticas, y el trafico regulado del receptor [66]. En el dominio
citoplasmatico de los receptores Trk hay hasta 10 residuos de tirosina [67] que son fosforilados
(incluyendo las tirosinas Y490, Y670, Y674, Y675 e Y785) en respuesta a las neurotrofinas y
actuan como los principales sitios de anclaje para la unidn de proteinas adaptadoras y enzimas
(68, 69].

Las vias de sefializacién mas conocidas, activadas por los receptores Trk en respuesta a las
neurotrofinas, son las vias de supervivencia y diferenciacion Shc-Ras-MAPK, Rap-MAPK, PI3K-
Akt, y PLCy-PKC [49, 70].

La regulaciéon transcripcional de la supervivencia y diferenciacion neuronal ocurre por medio
de cuatro cascadas principales que incluyen formas transitorias o prolongadas de quinasas
extracelulares reguladas por sefiales y/o proteina quinasas activadas por mitégenos
(ERK/MAPK) a través de la pequefia GTPasa Ras [71]. La activacidn transitoria involucra la
activacién proteica via Shc-Grb2-GEF/SOS-Ras-B-Raf/Raf-1-MAPK [72]. La activacion
prolongada de la tirosina quinasa ERK/MAPK necesita a los adaptadores adicionales Crkll/CrkL,
GEF-C3G y las GTPasas Rapl/B-Raf [73, 74], pero puede también incluir interacciones con el
adaptador del receptor de fibroblasto sustrato-2 (FRS2) [72] y ARMS [75]. Ademas, la
activacion sostenida, pero no transitoria, de las vias ERK/MAPK requiere la internalizacion
endosomal del receptor Trk [74, 76].

La tercera cascada de sefalizacidn, crucial para la supervivencia de las neuronas, es la via
fosfoinositido-3-quinasa/serina/treonina proteina quinasa Akt (PI3K-Akt), la cual involucra Shc
en asociacion con Grb2/Gab1 [77-79]. Ademas, la fosforilacidn de Akt también puede activar la
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respuesta pro-supervivencia de NF-kB [80] o regular el crecimiento axonal y el ramificado a
través de la inactivacién de GSK-3p [81].

La cuarta respuesta de supervivencia y diferenciacidn involucra la activacién de fosfolipasa C-y
(PLCy), la cual resulta en la generacién de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), y
dispara varias vias de proteina quinasa C (PKC) [82, 83].

A su vez los PKCs involucran la mencionada cascada de supervivencia y diferenciacion Raf-
MEK-ERK1 [83]. Se ha demostrado que la sefializacidn por PLCy juega un rol importante en la
plasticidad sindptica mediada por BDNF [84].
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Figura 4 - Vias de sefializacion mediadas por los receptores Trk. La unién de neurotrofinas a los receptores Trk
conlleva a su activacién y al reclutamiento de diferentes proteinas que se asociacion con residuos especificos de
fosfotirosina del dominio citoplasmatico de dichos receptores. Numerosas interacciones tirosina quinasas disparan
la activacion de las vias de sefializacidn, como por ejemplo las vias Shc-Ras-MAPK, Rap-MAPK, PI3K-Akt, y PLCy-PKC,
las cuales resultan en supervivencia, crecimiento de neuritas, expresion génica, y plasticidad sindptica. Algunos de
estos efectores estan, ademas, asociados con compartimientos endosomales para sefalizacién de largo alcance.
(Extraido de Matusica, 2008).

1.2.6 - Receptor de neurotrofinas p75

Este receptor de neurotrofinas fue descubierto al expresar una proteina transmembrana capaz
de unirse al NGF, cuando se trataba de identificar a los receptores de dicho factor neurotrofico
[85]. Durante muchos afios se creyé que el p75"™" sélo era un receptor de baja afinidad para el
NGF, pero diversos estudios han demostrado que es capaz de unirse a todas las neurotrofinas
de mamiferos (NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5) con una afinidad similar [86]. Inicialmente, cuando
fue descubierto y clonado, el p75"™ representé un nuevo tipo de receptor, pero desde
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entonces se han descubierto un gran nimero de receptores de citoquinas estructuralmente
relacionados; el mejor caracterizado de estos es la familia de receptores de factores de
necrosis tumoral (TNF) [5].

NTR Este contiene cuatro dominios

Un miembro tipico de la familia de receptores TNF es el p75
extracelulares ricos en cisteina, Unicos y cortos dominios transmembrana ricos en serina y en
treonina, y un dominio citoplasmadtico, de aproximadamente 80 aminodcidos, pequefio y poco
conservado (también conocido como el dominio de la “muerte”) (Figura 5) [21, 87]. Debido a la
presencia del “dominio de la muerte”, la muerte celular y la apoptosis mediada por la

NTR recibié considerable atencién [88]. La muerte celular y la

sefializacién a través de p75
apoptosis inducida por p75"™ fue demostrada en neuronas sensoriales [89], oligodendrocitos
[90], cultivos de neuronas simpaticas neonatales [91], neuronas motoras [92], y poblaciones

neuronales con actividad del receptor Trk no existente o reducida [93].

Luego del descubrimiento de los receptores Trk como los componentes de sefalizacion del
complejo receptor de las neurotrofinas [26], el p75"™ fue relegado al rol de una proteina de
unién capaz de modificar la unién y la sefializaciéon de los receptores Trk. Durante muchos

NTR

anos, se creydo que el dominio de “muerte” intracelular del p75”~ " carecia de una funcidn

enzimatica intrinseca, inducible por el ligando; pero ya hace algunos afios se descubrié el rol la

NTR en el reclutamiento de interactores y adaptadores citosélicos

sefializacion inducida por p75
involucrados en la supervivencia [94], apoptosis [88, 91], crecimiento axonal [95], colapso

axonal y detencién del ciclo celular [96].

NTR contiene dos

Investigaciones recientes han revelado que el dominio intracelular de p75
residuos tirosina quinasa, Y337 e Y336, los cuales sufren fosforilacién luego de la unién con
NGF [97]. Ademds, el p75"™ con la tirosina fosforilada activa Ras a través del mismo adaptador

de proteinas que los receptores Trk [97].
1.2.7 - Variantes de empalme y receptores homdlogos

El gen p75 también es expresado en multiples isoformas de dicho receptor. La variante de
empalme alternativo llamada short p75 (s-p75) (Figura 5), contiene un marco de lectura
abierto que se traduce en una forma natural del receptor, con un exén lll empalmado que
codifica para los dominios ricos en cisteina 2, 3 y 4, los cuales son esenciales para la union de
neurotrofinas [98, 99]. A pesar de que la variante s-p75 no se une a ninguna de las
neurotrofinas, comparte un dominio intracelular idéntico, y es posible que se una a alguna de
las proteinas de sefializacion intracelular e interactores del p75"™ [100].

NTR codifica para el receptor homdlogo de

Un gen estructuralmente relacionado con p75
neurotrofinas (NRH, del inglés Neurotrophin Receptor Homologue) [101]. NRH es homdlogo al
p75"™® con una gran similitud en las secuencias transmembrana, yuxtamembrana y regiones
del dominio de muerte (Figura 5) [102]. NRH1 y NRH2 han sido identificados [101], sin
embargo, sélo se ha encontrado al NRH2 en los genomas de mamiferos [102]. Recientemente
se ha identificado al NRH2 en ratas y se le ha denominado alternativamente PLAIDD (del inglés
p75-like Apoptosis Inducing Death Domain Protein) [103] y también NRADD (del inglés

Neurotrophin Receptor Alike Death Domain Protein) [104].

14



CRIYy

QQQOQ

O-50CTOlEse ~

-

y-sacretase) =

&2

o

FL-p75 s-p75 NRH2

NTR NTR
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isoforma proteica que carece de los dominios ricos en cisteina 2, 3y 4 (s-p75

exoén Il de p75NTR-FL. El homdlogo de p75NTR, NRH2 también estd presente en mamiferos. El p75" " también sufre

clivaje medidado por las metaloproteinasas a-secretasa y y-secretasa para producir una pieza de ectodominio y un
fragmento de dominios transmembrana y citoplasmatico con capacidad de sefializacidn. (Extraido de Matusica,
2008).

1.2.8 - Sefializacién por p75" '
A diferencia de los roles tréficos conocidos de los receptores Trk, la multifuncionalidad de
p75"™ dificulta la formulacién de un Gnico modelo para explicar la sefializacién mediada por

NTR se encuentra involucrado

dicha molécula. Esta complejidad surge del hecho de que el p75
en funciones que varian desde trofismo hasta muerte celular programada, y ademas muchas
de sus acciones se encuentran integradas con otros receptores y multiples ligandos que logran
mediar interacciones sinérgicas y antagodnicas. Es asi que se necesita un esquema de la

NTR

sefializacion por p75" " para ilustrar la complejidad de las vias de sefializacion (Figura 6).

Como se cree que el p75""" se encuentra principalmente involucrado en la sefializacién de la
muerte a través de interactores proteicos, sus vias apoptéticas son las mas estudiadas [105-
108]. Estas pueden ser disparadas por neurotrofinas, proneurotrofinas y ligandos alternativos
para p75""" [109]. Una funcién principal del dominio intracelular de p75"™* (p75'?) parece ser
la produccién de ceramidas [110, 111], las cuales estan involucradas en casi todos los
mecanismos apoptdticos [108]. La produccién elevada o aumentada de ceramidas bajo la

NTR

activacion de p75" " resulta en la sobre-expresidon de multiples proteinas apoptdticas [107].

El ejecutor de muerte celular asociado a p75"™" (NADE) [112], el factor de interaccidon del
receptor de neurotrofinas (NRIF) [113], el factor asociado al receptor TNF (TRAF6), el factor
nuclear kB (NF-kB), y el homodlogo de MAGE interactor del receptor de neurotrofinas (NRAGE)
[96] han sido identificados como los principales interactores asociados con las cascadas de
sefializacion de muerte. Sin embargo, todas las vias de sefializacion apoptéticas parecen
converger en la activacién de la Jun quinasa (JNK) [108], la proteina supresora de tumores p53
[114], y varias caspasas [48, 107]. El NRIF y el NRAGE, en colaboracién con el factor de células
de Schwann 1 (SC-1) también estan involucrados en la detencién del ciclo celular, mediante la
regulacién de los niveles de ciclinas E y R a partir de la activacion de NGF [115].

15



En contraste con la elevada produccidon de ceramidas resultante de la continua activacion del
receptor, los pulsos cortos de produccién de ceramidas activan a PI3-K, la cual,
subsecuentemente, produce efectos tréficos (extensidon de neuritas y supervivencia) a través
de la activacién de Akt o de RhoA-Ras-Raf-Erk1/2 [108]. Sin embargo, la produccién continua
de ceramidas en esa via tiene una influencia negativa en las vias Akt/Erk1/2, blogueando los
efectos tréficos [116]. Una via de pro-supervivencia asociada con la unién de NGF a p75"™
utiliza NF-kB, la cual influencia la transcripcién génica mediada a través de TRAF6, p62, quinasa
asociada al receptor de interleuquina 1 (IRAK) y la proteina 2 que interactia con el receptor

(RIP2) [117].

En un escenario alternativo NF-kB tiene la habilidad de translocarse al nucleo y disparar la
expresion de Hesl/5 para influenciar el crecimiento dendritico [118]. La unidn del ligando
también puede iniciar el clivaje de p75"™%, y el p75'° resultante también se ha visto

NTR

involucrado en la translocacion nuclear [119]. Al igual que los receptores Trk, p75" " puede,

ademds, modular la transmisidn sinaptica y la plasticidad en neuronas maduras [120, 121].
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Figura 6 - Vias de sefializacion mediadas por p75NTR. La unidén de neurotrofinas maduras o de proneurotrofinas a
p75NTR dispara la activacién de multiples vias de sefializacion a través de diferentes adaptadores que resultan en
diversas, y a veces paraddjicas, consecuencias como supervivencia, apoptosis, crecimiento axonal, colapso axonal y
detencidén del ciclo celular. Las proteinas adaptadoras involucradas en la sefializacion mediada por p75NTR incluyen
las vias inducidas por ceramidas de NRIF, NRAGE, TRAF6, NADE que convergen en JNK y en varias caspasas que
conducen a la apoptosis. Estos efectos pueden ser bloqueados por las sefales de Trk. SC-1 induce la detencién del
ciclo celular a través de la regulacion nuclear de las ciclinas E y B. Importantes sefiales de supervivencia son
transducidas a través de TRAF4/6, P62, IRAK y RIP2, que conllevan a NF-kB. La activacion de p75NTR ocasiona la
disociacion de RhoA del receptor lo cual conduce al crecimiento axonal. La translocacién de NF-kB al nicleo modula
el crecimiento dendritico a través de la expresidon de Hes1/5. (Extraido de Matusica, 2008).
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1.2.9 - Promiscuidad del ligando p75"™

El p75"™, ademds de ser una molécula importante para la unién, internalizacién vy tréfico de
neurotrofinas, es capaz de unirse de forma directa o indirecta a una gran cantidad de
proteinas, incluidas las lectinas, patdgenos y toxinas [122], algunas de las cuales, como la
neurotoxina del tétanos (TeNT), tienen la habilidad de entrar a neuronas especificas y viajar de
forma transneuronal a lo largo de poblaciones de células conectadas a través del sistema

"™ o sélo actua en el trafico de las

nervioso [123, 124]. Es asi que la unién especifica a p75
neurotrofinas, sino que presenta un sistema de transporte explicito para la entrada de

proteinas fordneas.
1.3 - BDNF y proBDNF
1.3.1 - Generalidades

En 1982, treinta afios después del descubrimiento de la primera neurotrofina (NGF), Yves
Barde y Hans Thoenen lograron purificar del cerebro de cerdo otro factor que presentaba
propiedades promotoras del crecimiento neuronal, y lo llamaron Factor Neurotréfico Derivado
del Cerebro (BDNF, del inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) [125]. El eventual clonado del
gen, siete afos después, reveld una gran homologia con el NGF, presentando 51 aminodcidos
idénticos. Esta similitud también sugeria que el BDNF se encontraba en la naturaleza como un
homodimero.

El BDNF, al igual que otros miembros de la familia de las neurotrofinas, es sintetizado como
una pre-proforma que consiste de 247 aminodcidos. El proBDNF es empaquetado en vesiculas
secretoras [126] y luego liberado de la neurona a través de secrecién constitutiva o mediante
una liberacion dependiente de actividad [127].

Existen dos formas de BDNF extracelular: proBDNF y BDNF “maduro” (llamado BDNF). Luego
de la liberacion del proBDNF de la neurona, su prodominio es clivado proteoliticamente por
plasmina o por metaloproteasas, dando lugar al BDNF maduro [13, 128] (Figura 7). Evidencias
recientes sugieren que la forma madura de BDNF es predominante y de gran relevancia
fisiolégica en el sistema nervioso central (SNC) adulto [129, 130]. La proteina BDNF esta
ampliamente distribuida a través del cerebro adulto en casi todas las areas corticales, asi como
también en muchas regiones subcorticales y de la médula espinal.

El BDNF, al igual que las demas neurotrofinas, se une a dos receptores de distinta clase: el
receptor de quinasa relacionada a tropomiosina de tipo B, el cual es un receptor tirosina
quinasa de la familia de las quinasas relacionadas a tropomiosina [131], y el receptor p75, el
cual es miembro de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral [132]. El TrkB es el
receptor principal para el BDNF en el cerebro adulto, debido a su gran patrén de expresion y
elevada afinidad de unién para BDNF.

Muchas evidencias sostienen que el BDNF es esencial para el mantenimiento de los procesos
fisiolégicos del cerebro adulto normal, intacto. El BDNF tiene un rol importante en la
modulacién de la arborizacién dendritica y en la morfologia de las espinas dendritica [133,

134], asi como también en la plasticidad sindptica y en la potenciacién a largo plazo (LTP, del
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inglés Long Term Potentiation) [135]. De esta forma, el BDNF influencia el aprendizaje y la
memoria [136, 137]. Esta proteina también modula las funciones metabdlicas hipotaldmicas en
el cerebro adulto; y puede tener gran potencial terapéutico en aquellos desérdenes que
afectan el SNC como la enfermedad de Alzheimer, accidentes cerebro vasculares y depresion,
asi como también en desérdenes metabdlicos, como se vera posteriormente.

pro-BDNF (~32 kD)

[ A

pro-domain mature domain

Signal
sequence

pro-peptide (~17 kD) BDNF (13 kD)

Figura 7 - Esquema del clivaje del proBDNF y sus dominios. En la imagen se encuentra esquematizada la secuencia
del proBDNF con cada uno de sus dominios (prodominio, dominio maduro y secuencia sefial), el sitio de clivaje y los
productos de este proceso. Se encuentran especificados los pesos moleculares de cada especie. (Extraido de Diene
et al, 2012).

1.3.2 - ProBDNF

Durante décadas se creyé que las proneurotrofinas carecian de actividad bioldgica, pero este
dogma cambié cuando Lee y colaboradores [13] reportaron que el proNGF interactuaba

preferencialmente con p75""

en lugar de con los receptores Trk. Esta interaccion conducia a la
apoptosis de las neuronas periféricas, un efecto opuesto a la accién pro-supervivencia del NGF
maduro. Desde entonces, los efectos pro-apoptéticos del proNGF y del proBDNF mediados por
p75"™ han sido demostrados en un gran numero de modelos [13, 15, 138]. Es asi que el clivaje
proteolitico de las proneurotrofinas se considera un importante paso regulatorio para dirigir
las funciones de las neurotrofinas, las cuales son llevadas a cabo a través de los receptores

p75""™® (proneurotrofinas) y Trk (neurotrofinas maduras) [2, 31].

El proBDNF es secretado como un dimero de aproximadamente 60kDa [139, 140] y es
glicosilado en células de mamiferos. Esta proneurotrofina tiene una elevada afinidad por los
receptores p75""" y sortilina, a través de los cuales ejerce sus funciones [18]. El clivaje del
proBDNF ocurre intracelularmente por accion de serina proteasas como PC1/3 y/o por furina,
o extracelularmente por proteinasas extracelulares como plasmina, activada por el activador
de tejido plasmindgeno (tPA), y/o por MMPs. Existen diversos reportes que sugieren que el
clivaje de proBDNF en el sistema nervioso es regulado de forma especifica y depende del
contexto celular.

Cabe destacar que se conoce poco acerca de la funcién del proBDNF cuando se compara con
los numerosos reportes de los mecanismos de accidn del BDNF maduro [2]. Experimentos in
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vitro han demostrado que el proBDNF promueve la apoptosis de neuronas simpdticas y del
prosencéfalo basal [18, 141]. Ademads, se ha descubierto que la aplicacién de proBDNF
exogeno facilita la depresién a largo plazo (LTD, del inglés Long Term Depression), a través de

NTR

la interaccion con p75" " [142]. Esto sugiere que el proBDNF puede ejercer multiples acciones

bioldgicas en el sistema nervioso.

Diversos estudios han demostrado que la funcion del proBDNF en el sistema nervioso no se
encuentra limitada a la promocién de la apoptosis y la consolidacién de la LTD, y que este
precursor afecta, de forma especifica para cada tipo celular, al crecimiento dendritico,
crecimiento de espinas y supervivencia de neuronas del SNC. También se cree que el proBDNF
y el clivaje proteolitico del mismo puede jugar un rol importante en la regulaciéon de la
sefializaciéon de BDNF en la arquitectura del sistema nervioso, y asi en las acciones que esta
neurotrofina desencadena [143].

1.3.3 - Control de la expresion dependiente de actividad

Una caracteristica importante del BDNF es que su expresién es regulada por la actividad
neuronal. Hoy en dia se sabe que una gran variedad de estimulos fisioldgicos pueden alterar la
expresion del BDNF. Por ejemplo, la entrada visual controla la expresién del BDNF en la corteza
visual, en el nicleo superiasmatico y en la amigdala la expresién de BDNF es regulada por el
ritmo circadiano, el miedo, etcétera. El aprendizaje y el ejercicio también pueden potenciar la
expresion de BDNF en el hipocampo; y ademas, los niveles de BDNF también se ven afectados
en una variedad de condiciones patoldgicas asociadas con la actividad neuronal alterada en el
cerebro, incluyendo convulsiones, enfermedad de Alzheimer, depresidn y estrés. Ademas de la
regulacién de la expresion génica del BDNF, estudios recientes demuestran que la actividad
neuronal también controla muchos procesos celulares del BDNF, incluyendo el trafico
intracelular, la secrecién del BDNF y el clivaje del proBDNF [144].

1.3.4 - Transcripcién

La estructura genémica del BDNF es bastante compleja. En ratas, hay al menos cuatro
promotores que controlan cuatro cortos exones 5. Cada exdén 5 es empalmado
alternativamente a otro exdn 3’ comun (exdn V) que codifica para la proteina pre-proBDNF. En
humanos, un estudio reciente reporté siete promotores y ocho exones con el exén VIII siendo
el exdn comun que codifica para el pre-proBDNF. Adn no se sabe por qué la naturaleza ha
disefiado multiples transcriptos de BDNF que codifican exactamente para la misma proteina.
Evidencias recientes indican que estos transcriptos estan distribuidos en diferentes regiones
del cerebro, diferentes tipos celulares, y hasta en diferentes partes de las células (soma vs.
dendritas). Por ejemplo, el transcripto del exdn Ill sélo es detectado en somas celulares,
mientras que el transcripto del exdn IV estd presente tanto en cuerpos celulares como en
procesos dendriticos de las neuronas de la corteza visual.

Nuevas evidencias sugieren que los promotores de BDNF estan involucrados diferencialmente
en varios desérdenes psiquidtricos y neuroldgicos. La transcripciéon conducida por el promotor
Il puede ser suprimida por un silenciador neuronal, y esta supresién es removida por la
proteina huntingtin, la cual se une y secuestra al silenciador en el citosol de neuronas
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corticales. Esto es importante para la supervivencia de las neuronas corticales que se
proyectan al striatum. En la enfermedad de Huntington, el mutante huntingtin ya no puede
unirse al silenciador, resultando en la translocacion del silenciador al nucleo y la supresion del
promotor Il de BDNF. Otro ejemplo importante de la regulacion especifica del promotor de
BDNF involucra a MeCP2, que es un represor transcripcional Metil-CpG-dependiente que se
une al ADN metilado del promotor Il de BDNF. La despolarizacidn neuronal disocia MeCP2 del
promotor lll, conllevando a la expresion del transcripto del exdn Ill en neuronas hipocampales.
Una mutacidon en MeCP2, la cual ocurre en el 80% de los pacientes con sindrome de Rett,
elimina esta forma de regulacién dependiente de actividad. El promotor IV ha sido implicado
en el estrés y es el principal blanco de los receptores glucocorticales y mineralocorticales.

De todos los promotores, el promotor Il es el que ha recibido mas atencién debido a que este
es el que estd regulado, de forma mas efectiva, por actividad neuronal en la amigdala,
hipocampo y corteza. Un incremento en la transcripcidn originada por el promotor Ill ha sido
asociado con LTP y memoria. Trabajos tempranos han demostrado que la expresién de BDNF
era dependiente de un aumento en el calcio intracelular y que la aplicacién de K" elevado a
cultivos de neuronas corticales promovia selectivamente la expresién del exdn lll. En base a
estas observaciones, se vio que tres elementos en el promotor Il estaban involucrados en la
expresion dependiente de calcio del BDNF: la secuencia que responde a Ca** 1 (CaRE1) que une
el factor de transcripcién de respuesta a Ca®* (CaRF), el E-Box que une al factor estimulante
corriente arriba (USF), y el clasico elemento de respuesta a AMPc (CRE), que se une a CREB.
Ademas, la transcripcion a través del promotor Il es regulada por NF-kB y MeCP2. En
conclusién, la transcripcion del exén Il de BDNF estd fuertemente regulada por varios
mecanismos que acoplan la actividad neuronal con la transcripcidn génica [144].

1.3.5 - Procesamiento y trafico

Al igual que en todas las neurotrofinas, el mMRNA de BDNF es traducido a una proteina
precursora, pre-proBDNF, la cual entra al lumen del reticulo endoplasmico (ER) a través de su
“pre” secuencia N-terminal (péptido sefial). Luego de la remocién de la pre-secuencia por
accion de peptidasas senal en el ER, la proteina es plegada en la red trans-Golgi y luego
empacada en vesiculas secretoras. Una vez que estad correctamente plegado, el proBDNF es
enviado a una de dos vias secretoras principales, la constitutiva (ejemplo, liberacion
espontdnea) o la regulada (ejemplo, liberacidon en respuesta a estimulos). Las vesiculas que
contienen al BDNF son guiadas al compartimiento subcelular apropiado. En las dendritas y
espinas neuronales, el BDNF parece ser almacenando en un tipo especial de granulos
secretorios que carecen de cromogranina A (CGA, del inglés Chromogranin A), un marcador de
vesiculas con core denso (LDCV, del inglés Large Dense Core Vesicles). En contraste, las LDCVs
convencionales que contienen BDNF se han encontrado en axones y en terminales,
posiblemente a través de transporte axonal anterégrado. Las células no neuronales, como
fibroblastos y células de Schwann, secretan neurotrofinas de forma constitutiva, mientras que
las principales neuronas y células neuroenddcrinas secretan neurotrofinas en respuesta a la
despolarizacién y a un aumento en el calcio intracelular.
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El trafico dendritico y la localizacidn sinaptica de BDNF parecen ser influenciados por su propio
prodominio. Este se vio implicado en un estudio que examinaba un SNP (del inglés Single-
Nucleotide Polymorphism) en la pro-regién del gen que codificaba para el BDNF humano. Este
SNP, localizado en el nucledtido 196, producia una sustitucién valina a metionina en el
aminodcido 66 (Val66Met). En cultivos de neuronas hipocampales, el val-BDNF marcado con
fluorescencia se encontraba distribuido en el cuerpo celular, asi como en dendritas. Una
fraccion de val-BDNF también se encontraba localizada en sinapsis, como lo reveld la co-
localizacién con marcadores sindpticos. En contraste, el met-BDNF estaba raramente
localizado en dendritas distales y ausente en las sinapsis. Estos resultados sugirieron que el
prodominio, particularmente aquel correspondiente a la regidn que contiene a Val66, era
critico para el trafico dendritico y para la localizacidn sindptica de BDNF.

Una vision que se mantuvo por mucho tiempo era aquella que establecia que las
proneurotrofinas, principalemente el proNGF y el proBDNF, eran procesadas por proteasas
intracelulares incluyendo la serina proteasa furina en la red trans-Golgi, y por la prohormona
convertasa (PC1/3) en granulos secretorios. Estudios recientes han demostrado que una gran
fraccion de BDNF en el cerebro es secretado como proforma, la cual es convertida a mBDNF
por accién de proteasas extracelulares incluyendo plasmina o metaloproteinasas (MMP3 o
MMP7). Dado que el proBDNF y el mBDNF presentan acciones bioldgicas diferentes y opuestas
a través de distintos receptores, el clivaje proteolitico ha surgido como un nuevo mecanismo
que determina la funcion del BDNF. De interés particular es el activador de plasminégeno de
tejidos (tPA), una proteasa extracelular que convierte al zymdgeno plasmindgeno inactivo en
plasmina. tPA es secretado de las terminales axonales en respuesta a la actividad neuronal. Es
asi que es posible que la actividad neuronal pueda controlar la conversién de proBDNF a
mMBDNF mediante la activacion de la secrecion de tPA [144] .

1.3.6 - Secrecion

El BDNF es, posiblemente, la Unica neurotrofina secretada en respuesta a la actividad
neuronal. De hecho, la mayoria del BDNF es enviado a la via secretora regulada, mas que a la
constitutiva. Diversos experimentos utilizando BDNF marcado con GFP revelaron que el BDNF
puede ser secretado de sitios pre o postsinapticos. La cantidad de BDNF secretado depende
del patrén de actividad neuronal.

Estudios del SNP Val66Met han traido atenciéon al rol del prodominio en la secreciéon
dependiente de actividad del BDNF. En neuronas transfectadas con met-BDNF, la secrecion
inducida por despolarizacién fue selectivamente impedida mientras la secrecidn constitutiva
permanecia normal. Estudios posteriores demostraron que el proBDNF estaba co-localizado
con el correceptor de neurotrofinas sortilina, intracelularmente, en granulos secretorios, y que
la sortilina interactuaba especificamente con el prodominio en la region cercana a Val66Met.
Increiblemente, la inhibicién de la interaccidn entre el prodominio y la sortilina intracelular
atenua la secrecion de BDNF inducida por la despolarizacién, sugiriendo que esta interaccion
es critica para la secrecidon regulada. Sin embargo, la sortilina puede interactuar con el
prodominio de otra neurotrofina incapaz de tener una secrecidn regulada, haciendo que sea
menos probable la existencia de un mecanismo de “sorting” especifico. Por otro lado, un
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motivo de “sorting” que interactia con un receptor de “sorting” muy conocido, la
carboxipeptidasa E (CPE), ha sido recientemente identificado en el dominio maduro del BDNF,
pero no del NGF. Esta interaccion es esencial para guiar al proBDNF hacia las vesiculas de la via
regulada para la secrecién dependiente de actividad. Dado que el prodominio promueve el
plegado adecuado de las neurotrofinas, es posible que la interaccion entre el prodominio y la
sortilina mantengan al proBDNF en una configuraciéon correcta, exponiendo el dominio maduro
al receptor de “sorting” CPE, el cual envia al proBDNF hacia la via de secrecion regulada [144].
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Figura 8 - Sintesis, trafico y sefializacion mediada por receptores de BDNF. Inicialmente sintetizado en el reticulo
endopldsmico (ER, del inglés Endoplasmic Reticulum) como una proteina precursora, el proBDNF es correctamente
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(mBDNF). Alternativamente, el proBDNF puede ser secretado y clivado extracelularmente por la cascada de
tPA/plasmina o por metaloproteinasas para dar origen al mBDNF. Una vez secretado, el proBDNF y el mBDNF llevan
a cabo diversas, y a veces opuestas, acciones bioldgicas a través de dos sistemas de sefializacion por receptores. El
mBDNF se une a TrkB, lo cual conduce a la autofosforilacién de residuos de tirosina en el dominio tirosina quinasa.
Consecuentemente, tres mayores cascadas de sefalizacion pueden ser activadas por mBDNF-TrkB, incluyendo la via
PI3K, la via ERK/MAPK, y la via PLCy. Por otra parte, el proBDNF se une a p75NTR resultando en la activacién de varias
moléculas de sefalizacidn, incluyendo NF-kB, JNK y RhoA. (Extraido de Woo & Lu).

1.3.7 - Unién del BDNF a sus receptores y funciones que desencadenan

Como se menciond anteriormente, el BDNF se une con elevada especificidad al receptor de
quinasa relacionada a la tropomiosina de tipo B (TrkB) y al receptor de neurotrofinas de baja
afinidad p75. Al igual que BDNF, TrkB se encuentra ampliamente expresado en todo el cerebro
adulto, incluyendo la corteza, hipocampo y multiples nicleos del encéfalo y de la médula
espinal [145]; mientras que la expresiéon de p75 en la adultez, se encuentra principalmente
restringida a las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y a algunas neuronas corticales
[146]. Es importante destacar que el BDNF maduro se une con mayor afinidad a TrkB, mientras
que el proBDNF se une con mayor afinidad a p75. Esta distincidn en la unién de las isoformas
de BDNF es importante debido a que TrkB apoya principalmente la supervivencia neuronal y la
expresion de varios genes funcionales, incluyendo las quinasas extracelulares reguladas por
sefales (ERKs) y la proteina de unién al elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB) [48].

NTR tiene como consecuencia la sefializacion pro-

Contrario a esto, la activacidn separada de p75
apoptética [147]. De forma similar, la uniéon de neurotrofinas a TrkA o TrkC, pero no a TrkB,
puede promover la muerte neuronal bajo ciertas circunstancias. Ademas, las formas truncas de
TrkB (T1 o T2), las cuales carecen del componente tirosina quinasa del receptor, pueden
encontrarse en neuronas y células gliales [148], y pueden contribuir a la regulacién de la

funcién del BDNF [149].

La unién del BDNF al TrkB transmembrana lleva a la dimerizacién y autofosforilacion de los
sitios de tirosina que se encuentran adjuntos al dominio citoplasmatico C-terminal (carboxilo-
terminal); esto, a su vez, activa varias proteinas adaptadoras, incluyendo la proteina de unién
al tracto de polipirimidina (PTB, del inglés Polypyrimidine Tract-Binding Protein) y el dominio
de homologia a Src 2 (SH2, del inglés Src Homology Domain 2) [48]. La activacién de PTB y SH2
provoca la fosforilacion de la PI3K, MEK-ERK, la fosfolipasa Cyl (PLCy1) y CREB [49]. La via
MEK-ERK estd implicada en el mantenimiento del crecimiento de neuritas, diferenciacidon
celular y supervivencia neuronal durante el desarrollo. La sefializacién MEK-ERK continua el
mantenimiento de la plasticidad sindptica, y la estructura y funcionalidad neuronal en el
cerebro adulto. La activacidn por PI3K estimula Akt, y asi logra potenciar la supervivencia
celular [48]. La activacién de PLCyl resulta en la generacién de inositol (1, 4, 5) trifosfato
(InsP3) y diacilglicerol (DAG), lo cual ocasiona la movilizacidon de las reservas de calcio y la
activacion de proteina quinasas dependientes de calcio que influencian la plasticidad sinaptica.

Otro mecanismo de sefalizacién que utilizan las neurotrofinas se da por la unién de las mismas
a los receptores Trk, y en este caso son internalizadas a través e endocitosis mediada por
clatrina generando un “endosoma de seializacion” [150, 151]. Este endosoma, que contiene
en su interior al receptor fosforilado y moléculas de sefalizacion asociadas, es transportado al

soma celular donde puede afectar funciones como el ensamblaje de la sinapsis [150, 152].
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Finalmente, la liberacién local de BDNF también es capaz de inducir rapidos efectos en la
sinapsis a través de la alteracién de los canales idnicos [153].

Figura 9 - Vias de seiializacidn activadas por la union de BDNF a TrkB. Esquema completo de las cascadas de
sefializacion activadas por la unién de BDNF a TrkB. Para cada via se muestran las moléculas que participan.
(Extraido de Nagahara & Tuszynski, 2011).

1.4 - BDNF y su rol en patologias humanas

Multiples poblaciones neuronales en el cerebro expresan TrkB, por lo que es muy probable
que diversos grupos neuronales sean sensibles a alteraciones en los niveles de BDNF. Es asi
que esta proteina, al igual que el NGF, ha sido asociada a varias patologias como dolor
neuropatico, obesidad, epilepsia, accidentes cerebro vasculares; a enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington y esclerosis lateral amiotréfica (ALS, del inglés Amiotrophic Lateral
Sclerosis); y enfermedades neuropsiquiatricas como depresién y desorden bipolar. A
continuacién se estudia en mayor profundidad la relacidon del BDNF con estas patologias.

1.4.1 - Dolor neuropatico

Hoy en dia hay evidencias importantes de que dos neurotrofinas, NGF y BDNF, actian como
grandes mediadores y moduladores del dolor en una gran variedad de circunstancias, y de que
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ambas moléculas se encuentran muy relacionadas en su contribucién al dolor crénico y
neuropatico.

La contribucion del NGF a esta patologia ha sido destacada por recientes observaciones que
demuestran que todos los casos de insensibilidad congénita al dolor (HSAN 1V) son causados
por distintos tipos de mutaciones (de tipo frameshifts, nonsense, splice o missense) en el
receptor de NGF de alta afinidad, TrkA, ya sean que estas se den en el dominio extracelular de
union a NGF, o en el dominio intracelular de sefial-transduccién [154]. Dichas mutaciones
afectan la unidén NGF-TrkA, y asi las posteriores funciones que se desencadenarian a partir de
la interaccion. Dado que el sistema nociceptivo periférico necesita de NGF para sobrevivir
durante su desarrollo, este serd directamente afectado por las mutaciones, lo cual se vera
reflejado en una pérdida de sensibilidad al dolor. A pesar de esto, el NGF continda jugando un
papel importante en el procesamiento del dolor luego del desarrollo, ya que una vez que los
nociceptores aferentes primarios pierden su dependencia absoluta a la neurotrofina, luego del
periodo postnatal, éstos contindan expresando los receptores de NGF en la vida adulta, y dicho
factor neurotroéfico continla ejerciendo profundos efectos bioldgicos en los receptores
mencionados, tanto en humanos como en animales [154].

Actualmente esta claro que el NGF es regulado en muchas condiciones de dolor crénico,
particularmente en tejidos inflamados, y que actia como un mediador periférico del dolor.
Una forma en que el NGF modula el dolor es, como se menciond anteriormente, a través de
una segunda neurotrofina, BDNF. Esta neurotrofina es liberada de las terminales espinales de
nociceptores cuando estos son activados; alli, el BDNF, parece actuar como un modulador,
alterando la efectividad de las sefiales nociceptivas centrales. Otras dos neurotrofinas, NT-3 y
NT-4/5, parecen jugar roles relativamente modestos en el procesamiento del dolor [154].

Experimentos electrofisiolégicos y comportamentales han demostrado que la inhibicién de la
transduccion de sefiales a partir de la BDNF inhibe la hiperalgesia en el dolor crénico. Es asi
gue dicha proteina podria ser un nuevo blanco terapéutico para esta patologia [155].

1.4.2 - Obesidad

El BDNF es altamente expresado en el hipotadlamo ventromedial, el cual regula el apetito [156].
Es asi que esta proteina puede regular el consumo de alimentos e intervenir en el riesgo de
desarrollar obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares. Se ha observado que la
privacion de alimentos reduce la expresiéon de BDNF hipotalamico, y que infusiones
intraventriculares de BDNF suprimen el apetito, resultando en pérdida o ganancia de peso
[157]. Mutaciones de novo en BDNF o TrkB han sido asociadas con obesidad en nifios, ademas
de déficits cognitivos [158, 159]. En pacientes con diabetes de tipo Il los niveles de BDNF en
plasma son mads bajos que los encontrados en individuos sanos [160]. Por esto se cree que el
BDNF puede tener importancia en la regulacion de la glucosa y en diabetes, pudiendo ser util
en terapias contra esta enfermedad.
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1.4.3 - Accidente Cerebro Vascular

Los accidentes cerebro vasculares son el desorden mas comun del sistema nervioso y afectan a
la corteza cerebral causando degeneracién neuronal y muerte [161]. Teniendo en cuenta la
amplia expresién de TrkB en la corteza cerebral, se han realizado estudios para determinar si
BDNF puede aminorar la pérdida de neuronas corticales causada por la isquemia. Se ha
demostrado asi que el BDNF puede ser utilizado como un agente neuro-protector [162]
cuando es administrado a horas de la isquemia, o como medio para estimular el crecimiento
axonal y facilitar funciones sindpticas en distintos sistemas luego de retrasos mas prolongados
(dias del accidente). Estos descubrimientos traen la posibilidad de que el BDNF pueda ser
utilizado en el tratamiento de accidentes cerebro vasculares, aunque en estos casos se
necesitaria en grandes cantidades y habria que determinar los efectos adversos de su
administracién.

1.4.4 - Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida progresiva de sinapsis y de
neuronas, lo cual ocurre en diversos circuitos corticales, comenzando en la corteza y en el
hipocampo [163, 164]. Este circuito neuronal es esencial para la memoria de corto plazo, y la
pérdida de esta funcidon es el sintoma inicial de la enfermedad de Alzheimer. EI BDNF
normalmente se produce en la corteza y en el hipocampo, en adultos [165]. El BDNF producido
en la corteza es transportado de forma anterdgrada al hipocampo donde su liberacidn,
dependiente de actividad, puede tener un rol en la funcién del circuito de la memoria [166,
167]. En Alzheimer, los niveles de BDNF en la corteza y en el hipocampo descienden [168].
Varios estudios se llevaron a cabo en diversos modelos animales de dicha enfermedad para
determinar el efecto terapéutico del BDNF en la corteza [169]. En muchos casos se obtuvieron
resultados favorables observdndose una mejora en el aprendizaje y en la memoria y
disminucién de muerte celular en la corteza cerebral tras la administracion de BDNF [169].

1.4.5 - Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson es un desorden neurodegenerativo que afecta las funciones
motoras y habilidades cognitivas debido a la degeneracion progresiva de neuronas
dopaminérgicas que proyectan desde la sustancia nigra hasta el estriado [170]. Ciertos
estudios han demostrado que el BDNF estimula la supervivencia de neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra [171]. En ciertos modelos animales el tratamiento con BDNF logré
prevenir la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra luego de una lesidon
inducida [172, 173]. Ademas, la infusién de la proteina BDNF indujo efectos anatémicos y
comportamentales beneficiosos en primates al reducir la pérdida celular y estimular la
reinervacion estriatal [174], por lo que el BDNF podria ser un agente util en el tratamiento de
Parkinson en humanos.

1.4.6 - Enfermedad de Huntington

La Enfermedad de Huntington es una enfermedad autosdémica dominante vy
neurodegenerativa, causada por la expansion de triplicados CAG repetidos en el gen que

26



codifica para la proteina huntingtina (HTT). Esto le confiere una ganancia de funcidn toéxica
[175]. Esta enfermedad comienza a manifestarse en la edad adulta y es caracterizada por la
degeneracién de neuronas en el estriado causando movimientos involuntarios, impedimento
cognitivo, etcétera [176]. Los niveles de BDNF disminuyen en el estriado y corteza cerebral de
pacientes con Huntington [177] dado que el transporte de BDNF de la corteza al estriado estd
impedido [178]. El tratamiento con la proteina BDNF en el estriado de ratén HTT mutante
aumentd la supervivencia de ciertas neuronas estriatales y mejord las funciones motoras
[179]. BDNF también redujo la pérdida de interneuronas estriatales en ratas luego de lesiones
excitotoxicas del estriado [180], por lo que la terapia con BDNF seria un candidato razonable
para el tratamiento de la enfermedad de Huntington.

1.4.7 - Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS)

ALS o esclerosis lateral amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza
por una atrofia progresiva de motoneuronas, lo cual lleva a una debilidad generalizada y falla
respiratoria en un periodo relativamente corto (2 afios, aproximadamente) [181]. En modelos
animales, el BDNF logré prevenir la degeneracion de neuronas espinales motoras y
corticoespinales [182], por lo que la neurotrofina de interés podria tener un potencial
terapéutico en el tratamiento de ALS.

1.4.8 - Depresion

En casos de depresion y otros desdrdenes psiquiatricos se han encontrado alteraciones en la
expresion de BDNF. Polimorfismos humanos en el gen bdnf se encuentran ligados a la
incidencia de desdérdenes de personalidad, incluyendo el desorden bipolar [183, 184].
Pacientes que sufren de depresion presentan reducciones especificas en volumen hipocampal
[185] y en niveles hipocampales [186] de BDNF. Drogas antidepresivas han demostrado
normalizar los niveles de BDNF y revertir la reduccidn hipocampal [187]. Los niveles de BDNF
también son elevados en el area hipocampal de pacientes tratados con antidepresivos [188].
Dado que BDNF es importante en el mantenimiento de la morfologia dendritica hipocampal
[134] y funciones sindpticas es posible que contribuya a revertir el efecto de atrofia
hipocampal.

1.4.9 - Memoria

Diversos polimorfismos de BDNF evidencian un rol de esta proteina en la memoria humana.
Uno de estos polimorfismos es el Val66Met en la secuencia de proBDNF [189]. Esta mutacion
resulta en una disrupcién del empaquetamiento de BDNF en granulos de secrecion,
provocando una disminucion en la liberacién de BDNF [137]. La variante Val/Met se asocia a
dificultades en la memoria episddica asi como también a una reduccién de actividad
hipocampal (demostrado por MRI) [137]. En individuos ancianos se han observado
disminuciones en los niveles de BDNF ligadas a un descenso del volumen hipocampal y
memoria espacial [190]. El polimorfismo Val66Met también ha sido asociado con esquizofrenia
[191] y con desdrdenes de personalidad. En conjunto, todos estos descubrimientos revelan un
rol importante del BDNF en memoria humana y en desdrdenes cerebrales, por lo que se lo
considera para posibles terapias.
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Considerando la importancia de BDNF en las patologias mencionadas la obtencién de esta
molécula recombinante permitiria el desarrollo de experimentos, en diferentes modelos, para
evaluar la potencialidad terapéutica de dicha proteina. Eso significaria el desarrollo de terapias
alternativas y menos invasivas para ciertas afecciones que hoy en dia no tienen cura,
mejorando la calidad de vida de los pacientes.

1.5 - Desafio tecnoldgico para la expresion de BDNF

Desde el punto de vista estructural, el BDNF, al igual que las demas neurotrofinas, se
caracteriza por presentar un motivo denominado nudo de cisteinas. Este, como se mecioné
anteiormente, esta formado por dos enlaces disulfuro que conforman una estructura en forma
de anillo atravesada por un tercer enlace [6]. Dicho arreglo, en conjunto con el clivaje del
péptido sefial y prodominio, es esencial para que la proteina sea biolégicamente activa. Esto
puede dificultar la obtencién de la proteina activa in-vitro. A pesar de ello, la produccion de
BDNF recombinante se ha llevado a cabo con relativo éxito en diversos sistemas de expresion
como E. Coli, células de insectos y células de mamiferos.

Los rendimientos de produccién de BDNF recombinante en E.Coli son mayores a los reportados
en otros sistemas de expresién, como células de insecto o células de mamiferos [192]. Sin
embargo, ha de tenerse en cuenta la ventaja que implica la no formacién de cuerpos de
inclusidn, caracteristicos de la expresién en E.Coli. Estos son una porcién celular insoluble e
inactiva que contiene a la proteina recombinante, y se forman debido a la ausencia de
chaperonas moleculares en sistemas procariotas de expresién. La presencia de enlaces
disulfuro en la proteina a expresar también contribuye a la agregacion y, en estos casos, se
requiere un proceso de solubilizacion y renaturalizacién para obtener a la proteina
biolégicamente activa [193]. Otra ventaja de los sistemas mds complejos de expresidn es que
permiten prescindir de enzimas de corte para la eliminaciéon del prodominio, ya que dichas
células son capaces de secretar la configuracion madura de la proteina. Ademas se cuenta con
la mejora en el procesamiento post-traduccional de la proteina.

En este caso, el sistema de expresién que se utilizé para la produccién fue E. Coli. Entre las
ventajas que ofrece el uso de este sistema se encuentran su simplicidad, rapidez y bajos
costos. A pesar de ello, los diferentes intentos en este sistema no han podido evitar la
formacion de cuerpos de inclusién, hecho que necesariamente implica su desnaturalizacion y
posterior renaturalizacidon en un sistema buffer-redox, buscando asi la correcta formacion del
nudo de cisteinas, y la adquisicion de la estructura nativa. En favor de ello, el BDNF fue
expresado como precursor (proBDNF), pues el prodominio, en su papel de chaperona
intramolecular, desempefia un rol preponderante en el plegamiento de la porcién madura.
Como consecuencia, el protocolo debid tener en cuenta la eliminacién del prodominio por
clivaje proteolitico una vez que el precursor es sido purificado.

1.6 - Posibles aplicaciones del BDNF recombinante

El BDNF es un factor neurotréfico que ejerce poderosos efectos, principalmente en el sistema
nervioso central y periférico. Teniendo esto en cuenta cabe destacar el gran potencial
biotecnolédgico que tendria el desarrollo de BDNF recombinante, puesto que esta proteina
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puede utilizarse para el desarrollo de farmacos en contra de una gran cantidad de
enfermedades en las que BDNF juega un rol importante. El acceso a dicha proteina también
permitiria estudiar mas a fondo las limitaciones que su aplicacién terapéutica presenta hoy en

dia para tratar de superarlas.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivo principal

Esta tesina de grado tiene como objetivo principal la produccién de proBDNF recombinante
humano en E. Coli. Para obtener dicha neurotrofina se utiliza la metodologia empleada, y
previamente puesta a punto en el Laboratorio de Neurodegeneracién del Institut Pasteur de
Montevideo, para la expresién de otra proteina perteneciente a la familia de las neurotrofinas:
NGF.

2.2 - Objetivos especificos

e Disefo para la construccion del plasmido con el inserto de interés y obtencién de
bacterias E. Coli de la cepa BL21 genéticamente modificadas.

e Puesta a punto de un protocolo para la produccién de proBDNF humano
recombinante.

e Produccidn de la proteina recombinante de interés en estado de pureza.
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3- MATERIALES Y METODOS

3.1 - Obtencion del plasmido con el inserto de interés

Con el fin de obtener el plasmido con el inserto de interés para la transformacién de bacterias
E. Coli, y la posterior obtencion de la proteina recombinante proBDNF se contrataron los
servicios de la empresa GenScript.

Inicialmente se procedid al disefo del plasmido conteniendo el gen que codifica para la
proneurotrofina precursora del factor de interés (proBDNF). Para esto se decidié utilizar el
vector plasmidico pET-22b(+), conteniendo una cola de histidina (His-Tag) de manera de
facilitar la purificacidn. Este vector contiene ademas resistencia al antibidtico Ampicilina, por lo
que esta caracteristica fue la que se utiliz6 como marcador de selecciéon al momento de la
transformacién. El gen de interés se colocé en el vector utilizado de forma que la cola de
histidina se expresara en el extremo C-terminal de la proteina.

Ademas de la construccién del plasmido con el gen de interés la empresa GenScript también se
ocupo de realizar la optimizacién de codones para la expresion en E. Coli.

3.2 - Preparacion de bacterias BL21 quimiocompetentes

Con el fin de transformar bacterias para introducir el pldsmido con el inserto de interés (gen de
proBDNF) fue necesario preparar bacterias quimiocompetentes. Para esto se inoculé un
precultivo de 3mL de medio LB (Luria-Bertani) con bacterias BL21 (obtenidas de la catedra de
Bioquimica, Facultad de Ciencias). Se incubé a 372C durante 6 a 8 horas, con agitacidn. Luego
se inocularon 250mL de medio LB con 2,5mL del precultivo mencionado y se incubd a 37°C,
con agitacidén, hasta alcanzar una densidad éptica, a 600nm, que se encontrara entre 0,5y 0,8.
Se centrifugd el indculo a 3000g durante 10 minutos a 42C y, posteriormente, se descarto el
medio de cultivo. El resto del procedimiento para la obtencion de las células competentes se
realizd en hielo.

Se resuspendio el pellet remanente en 100mL de una solucidn de CaCl, de concentracion 0,1M.
El contacto de las células con CaCl,, a bajas temperaturas, mejora su competencia ya que el ion
Ca”* tiene la capacidad de abrir poros en la pared bacteriana permitiendo que ADN exdgeno
ingrese a la célula (competencia inducida). Una vez resuspendidas, las células se centrifugaron
a 3000g durante 10 minutos a 49C. Se volvio a resuspender el pellet en 100mL de CaCl, 0,1M y
se centrifugd, nuevamente, a 3000g durante 10 minutos a 42C. Luego se incubd el pellet a 42C
durante una hora.

Se centrifugaron las células a 3000g durante 10 minutos, a 42C, y se descarto el sobrenadante.
El pellet se resuspendié en 3mL de una solucién de CaCl, 0,1M 20% glicerol. Lo restante se
alicuotd de a 50uL y se conservd a -80°C.

3.3 - Transformacion de bacterias con el plasmido de interés

El método utilizado para que las bacterias BL21 quimiocompetenes, producidas previamente,
incorporaran el plasmido con el inserto de interés fue shock térmico. Se incubaron en hielo
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durante 10 minutos 50ulL de bacterias BL21 quimiocompetentes con 2uL del plasmido de
interés conteniendo el gen que codifica para proBNDF (provisto por la empresa GenScript).
Luego, se realizd un shock térmico a 422C por 90 segundos, y nuevamente se incubaron en
hielo por 2 minutos. Se agregaron 900 pL de medio LB, se agité a 200 rpm a 372C durante una
hora. Una vez finalizado este periodo se plaquearon 250uL y 700uL de las bacterias
transformadas en dos placas LB-Agar-Ampi y se colocaron a 379C, durante toda la noche.

3.4 - Extraccidn y purificacion de ADN plasmidico de las bacterias

En este caso se realizd la extraccion y purificacion de ADN plasmidico de bacterias BL21
crecidas en medio de cultivo LB, previamente transformadas con el plasmido que contiene el
inserto de interés. Esto se hizo con el fin de determinar y verificar que dicho pldsmido contiene
el gen que codifica para el proBDNF con una cola de histidina (del inglés His Tag) en el extremo
C-terminal. Para poder realizar dicha verificacion fue necesario tener el ADN plasmidico
purificado para que este se pueda secuenciar posteriormente y, a partir de dicha secuencia,
determinar la presencia del gen de proBDNF con el His Tag. Esto serd fundamental para
realizar la purificacidon por cromatografia de afinidad.

El kit que se utilizé fue el AxyPrep Plasmid Miniprep, de Axygen Bioscience. Este se basa en una
lisis SDS-alcalina modificada de células bacterianas, en combinacidon con la union selectiva del
pldsmido de ADN a una columna Miniprep especial. Cada columna tiene una capacidad de
unién de al menos 20ug vy el protocolo provee un método simple y confiable para alcanzar el
rapido aislamiento de ADN altamente purificado. El protocolo ha sido optimizado para cultivos
bacterianos crecidos en medio 2xYT y LB, como el que se utiliza en este caso. Cada columna
puede procesar hasta 4mL de cultivo bacteriano crecido en LB o hasta 2mL de cultivo crecido
en medio enriquecido. El ADN plasmidico purificado es eluido en un pequefio volumen con
buffer Tris eluente o agua desionizada, y puede ser utilizado inmediatamente para aplicaciones
de rutina, tales como secuenciacion de ADN, digestion con enzimas de restriccion,
transcripcidn in vitro, ligacién y transformacion [194].

Para el uso del Kit AxyPrep Plasmid Miniprep se colectaron de 1 a 4mL de medio de cultivo
LB, crecido a 372C durante toda la noche. Posteriormente se centrifugd dicho cultivo crecido a
12000g durante un minuto para decantar las bacterias y se retiré con la pipeta lo mas que se
pudo del sobrenadante.

Se resuspendié el pellet bacteriano mediante el agregado de 250uL de buffer S1 y se vortexed.
Es importante asegurarse de que las bacterias se encuentran completamente resuspendidas
antes de continuar con el proceso. Al buffer S1 también se lo denomina “buffer de
resuspensidn” ya que se utiliza para ayudar a la resuspensién de las bacterias debido a los
compuestos que contiene. Algunos de los componentes de este buffer son: Tris, para darle a la
solucion un pH alcalino (pH 8,0); y EDTA (quelante de iones divalentes necesarios, como
cofactores para la accion de nucleasas) que impide la degradacién del ADN. Asi esta primera
solucién sirve para lavar el medio. También contiene RNAsa A, la cual es agregada antes de
comenzar a utilizar el kit. Esto se realiza con el fin de eliminar la interferencia de ARN, el cual
es de rapida renaturalizacién, por lo que puede contaminar la muestra de ADN plasmidico.
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Luego se agregaron 250uL de buffer S2, se mezcld suavemente por inversion del tubo, de 4 a 6
veces. En este caso la mezcla no se llevd a cabo por vortexeo dado que esto puede causar la
rotura del ADN bacteriano gendmico y resultar en la contaminacidon del ADN plasmidico. El
buffer S2 es un buffer de lisis que se utiliza para la lisis celular ya que dicha solucién contiene
NaOH (que provoca la lisis celular) y SDS, que es un detergente anidnico que solubiliza los
componentes membranosos que quedaron como remanentes de la lisis.

Se dejo reposar no mds de 5 minutos a temperatura ambiente y luego se le agregaron 350uL
de buffer S3; se mezclé suavemente, por inversion, de 6 a 8 veces, y se centrifugd a 12000g
por 10 minutos, para lavar el lisado. En este paso no se debe vortexear la mezcla ya que esto
podria contaminar el ADN plasmidico con el ADN gendmico. Al buffer S3 también se lo conoce
como “buffer de neutralizacion” ya que contiene acetato de potasio (pH 4,8) cuyo pH acido
neutraliza la muestra provocando asi la renaturalizacion del ADN plasmidico y la precipitacidén
del ADN gendmico, proteinas y otros restos celulares remanentes. Es asi que este paso de la
purificacién del ADN plasmidico corresponde a la solubilizacién diferencial del ADN. Luego de
esta instancia lo que precipitdé queda en el fondo y el ADN plasmidico en el sobrenadante.

Se colocé una columna Miniprep en un tubo de Microfuga, destapado, de 2mL. Se recupero el
sobrenadante limpio del paso anterior y se transfirié a la columna de Miniprep; esta se colocg,
junto con el tubo Microfuga de 2mL, en una microcentrifuga y se centrifugd a 12000g durante
un minuto. Luego se agregaron 700uL de buffer W2 a cada columna de Miniprep y se
centrifugaron a 12000g durante 1 minuto. El buffer W2 contiene etanol (previamente
agregado) por lo que este paso se utiliza para solubilizar las sales y precipitar el plasmido.

Posteriormente se descartd el filtrado del tubo de Microfuga de 2mL. Se colocé la columna de
Miniprep nuevamente en el tubo de Microfuga de 2mL y se centrifugd a 12000g durante un
minuto.

Se transfirié la columna Miniprep a un tubo de Microfuga limpio de 1,5 mL. A este se le
agregaron 70puL de eluente (agua deionizada) al centro de la membrana, para eluir el plasmido
purificado. Se dejé 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000g durante un
minuto. Lo que quedé en el tubo de Microfuga de 1,5 mL fue el pldsmido purificado [194].

Se verifico la pureza del ADN plasmidico obtenido utilizando el Nanodrop™ (Thermo Scientific
spectrophotometer) para medir la concentracion.

A continuacién (Figura 10) se observa un esquema del proceso, con los pasos necesarios, para
la extraccion y purificaciéon del ADN plasmidico.
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Add 250 pl of Buffer S1 Lysis
Add 250 pl of Buffer 52 o
Add 350 pl of Buffer S3 Neutralization

Optional: Add 500 ul of Buffer W1 Binding
{endA+ bacterial strains anly)

Add 700 pl of Buffer W2 )
Repeat wash with 700 ul Buffer W2 Washing

]
Add 60 pl of water or the Eluent Cg Elution

Figura 10 - Esquema de los pasos a seguir en la purificacién y extraccion de ADN plasmidico utilizando el kit Axyprep
Plasmid Miniprep de Axygen Biosciences. (Extraido de Axyprep Plasmid Miniprep, Axygen Biosciences).

3.5 - Analisis de secuencias

Como herramientas bioinformaticas, para analizar las secuencias de los plasmidos obtenidas,
se emplearon los programas Chromas Lite, y Bioedit. El primero de los mismos se utilizé para
un analisis inicial de las secuencias, obtencion del cromatograma correspondiente vy
comparacién con la informacion perteneciente a la base de datos, como el NCBI, a fin de
determinar la presencia del gen de interés. El segundo programa se utilizd para el
alineamiento de las secuencias obtenidas, en comparacion con la supuesta secuencia del gen
gue codifica para proBDNF.

3.6 - Adaptacion del protocolo para la expresion de proBDNF recombinante

Para llevar a cabo la sintesis de la proteina de interés (proBDNF/BDNF) se utilizé la
metodologia previamente puesta a punto en el laboratorio de Neurodegenracién del Institut
Pasteur de Montevideo para la produccidon de NGF. Dado que se han alterado algunos detalles
del mismo, a fin de adaptarlo para la expresién de proBDNF, se analizaran todos sus pasos a
continuacion.

Como paso inicial, se crecieron los transformantes seleccionados de E. Coli de la cepa BL21,
para el plasmido pET-22b(+) que contiene el gen que codifica para el proBDNF humano, en
medio LB a 372C. Una vez que se alcanzd una DOgynm de, aproximadamente, 0,6, se agrego
1mL de IPTG 1M (de Sigma, preparado en el momento y filtrado por un filtro de 0,22um, millex
GP, Millipore) para inducir la expresién de la proteina de interés. Se incubd durante 4 horas a
37°C, con agitacién. Posteriormente se centrifugd a una velocidad de 4000g, durante 20
minutos, y luego se recogid el pellet resultante. Este fue pesado (masa inicial de 1,417 gramos)
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y luego almacenado a una temperatura de -80°C. Es importante determinar la masa del pellet
dado que los volumenes de los buffers utilizados dependen de esta.

Al dia siguiente se continud con el protocolo, para lo cual fue necesario derretir el pellet
previamente congelado y resuspenderlo en un buffer de lisis que permita la lisis celular. Este
buffer se encuentra compuesto por Tris 50mM, NaCl e inhibidor de proteasas (un cuarto para
15mL de buffer, una pastilla para 100mL). Se agregaron aproximadamente 7mL de dicho buffer
(depende de la masa inicial del pellet) y se vortexed hasta que el pellet quedé completamente
resuspendido. Nuevamente, se congeld el pellet a -80°C para su almacenamiento durante toda
la noche.

Al tercer dia se derritid el pellet nuevamente y se le agregd 1 espatula de lisozima. Se agitd la
mezcla y se dejo reposar en hielo durante 30 minutos. La lisozima es una enzima que dafia las
células bacterianas catalizando la hidrdlisis de las uniones beta 1,4 entre los residuos de acido
N-acetilmuramico y N-acetil-D-glucosamina en un peptidoglicano [195]. De esta forma logra
lisar bacterias, principalmente las gram positivas, como las BL21 que se utilizan en este caso.
Luego de la incubacién con lisozima se le agregd DNAsa (10,5ulL para 7mL de buffer de lisis)
para degradar especificamente el ADN presente vy facilitar la extraccién y purificacién proteica.
Se dejd reposar en hielo durante 30 minutos, para permitir que actue la enzima.

Finalizado este periodo, se sometid a la muestra a un sonicado. En este caso fueron 6 pulsos de
20 segundos cada uno, con un 50% de amplitud, y descansos de 1 minuto entre cada pulso.
Para sonicar se utiliza una maquinaria denominada sonicador (en este caso Branson Digital
Sonifier). El funcionamiento del mismo se basa en que una corriente eléctrica transmite su
energia a un sistema mecanico que la convertira en vibraciones de alta intensidad que generan
ondas de ultrasonido. Los ultrasonidos generan, a su vez, vibraciones en el material objetivo
por lo que se utiliza, en este caso, para romper las membranas celulares y conseguir la
liberacién del contenido celular, producto de la intensa agitacion producida. También se
pueden llegar a destruir estructuras subcelulares o solubilizar complejos proteicos variando la
frecuencia, intensidad y energia aplicada. Para evitar la desnaturalizacion de las proteinas
provocada por el sobrecalentamiento, la sonicacion se debe aplicar en frio.

Luego de dicho proceso se le agregaron 150uL de una solucién de Triton al 2%, se vortexed
para mezclar los componentes y se dejé reposar en hielo durante 30 minutos. El Tritdn X-100
es un detergente no idnico, que se utiliza como auxiliar de disolucidn para proteinas integrales
de membrana (las que atraviesan la bicapa lipidica) en medios acuosos. En este caso se utilizd
una concentracion baja del mismo (al 2%) para tratar de no contaminar la muestra, ya que
esto alteraria la determinacién de trazas en espectrometria de masas de la disolucion
resultante.

Para continuar con el proceso de obtencién del proBDNF fue necesario centrifugar lo incubado
a una velocidad de 12000rpm vy 4°C, durante 45 minutos. Se recuperd el sobrenadante
(elementos solubles remanentes) y se lavo el pellet con 10mL de buffer de lisis. Se vortexed
esta mezcla hasta observarse un desprendimiento del pellet y luego se centrifugd,
nuevamente, a 12000rpm y 4°C durante 15 minutos. Este proceso se repitid 2 veces mas, a fin
de haber realizado 3 lavados completos del pellet. Finalmente se descarto el sobrenadante de
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manera que lo que quedd fue un pellet que equivale a la fraccidn insoluble o cuerpos de
inclusion, donde se espera hallar el proBDNF.

A estos se los resuspendié en 5mL de una soluciéon de Urea 8M para poder disolverlos y
desnaturalizarlos. Dado que la resuspension es dificil se utilizd primero el vértex, para facilitar
la disolucion en Urea, luego una pipeta Pasteur, para disminuir el tamafio de los fragmentos
del pellet, y finalmente se filtré la solucién por jeringas (BD Plastipak) de distinto calibre hasta
que el tamafio de los fragmentos fue casi despreciable.

A la solucién obtenida se le agregaron 0,154g de DTT (del inglés, dithiothreitol; 154mg para
10mL de buffer de lisis) y se dejoé incubando durante 2 horas a temperatura ambiente para
permitir que dicho reactivo actue. El DTT es una pequeia molécula redox que, debido a su
gran potencial como agente reductor, se usa frecuentemente para reducir los puentes
disulfuro de proteinas y, en general, para prevenir la formacion de enlaces disfulfuro
intramoleculares e intermoleculares entre residuos de cisteina de las proteinas. Dado que en
este caso las proteinas ya fueron sometidas a una desnaturalizacién, gracias a la accion de la
solucion de Urea 8M, el DTT podra acceder a algunos puentes disulfuro que en condiciones
normales no podria, y asi sera capaz de reducirlos [196]. Finalizada la incubacidn se procedié a
la acidificacidn de la muestra con una solucidn de HCl puro hasta obtener un pH final de 4 y se
procedio a colocar la muestra acidificada en una membrana de didlisis de celulosa regenerada
(Spectrumlabs, Spectra/Por®, Biotech Regenerated Cellulose Membrane), cortada a medida
(0,79mL/cm). Luego se comienzo con una de tres didlisis sucesivas, con un buffer que contiene
Urea 8M, EDTA 5mM y pH 4. Estas didlisis permiten retirar los restos de DTT de la muestra,
permitiendo asi la posterior renaturalizacién con la formacion de nuevos puentes disulfuro.

La renaturalizacidn y adquisicién de la estructura nativa del proBDNF se realizé empleando un
buffer de renaturalizacién, pH 9,3, que contiene EDTA 5mM, Tris 100mM, y L-arginina 1M vy
glutation reducido (5mM) y oxidado (1mM) como componentes basicos. En este caso la L-
arginina se utilizd como agente supresor de la agregacion (facilita la solubilizacion de los
cuerpos de inclusion) y el glutation reducido y oxidado fue necesario para crear el sistema
buffer-redox que se requiere para la correcta renaturalizacion de la proteina. Estas condiciones
permiten la formacién del nudo de cisteinas (caracteristico de las neurotrofinas) y asi la
obtencidn de la estructura nativa del proBDNF. Para armar el sistema de renaturalizacion se
utilizé una bomba peristéltica (Masterflex L/S, Cole Parmer, model 7518-10) conectada a la
muestra de interés y al matraz conteniendo el buffer de renaturalizacion. Se dejé durante toda
la noche a 429C, a una velocidad minima de aproximadamente 0,1mL/minuto, a fin de que cada
gota de la muestra recuperada se mezclara uniformemente con el buffer de renaturalizacién,
para que los componentes del mismo actien de forma dptima sobre la proteina de interés.

Una vez que se obtuvo la muestra renaturalizada, fue necesario concentrarla y llevarla a un
volumen menor, uno que fuera adecuado para la purificacion por columna. Para este fin se
utilizé un cassette de concentracidn Pellicon XL filter, de Millipore. Este contiene en su interior
una membrana de celulosa regenerada que permite la concentracidon de la proteina de la
muestra, debido a su peso molecular, y el descarte de aquello que es de desecho. En este
sistema también se utilizé la bomba peristaltica para el pasaje de la muestra por el cassette de
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concentracién. Se permitio la concentracion de la muestra hasta obtener un volumen final de
125mL.

Posteriormente se realizaron 3 didlisis sucesivas con un buffer compuesto por Fosfato de sodio
(NaH,PO4, Na,HPO,4) 20mM, Imidazol 20mM, NaCl 0,5M y pH que varia de 8, a 7,6 y finalmente
a un valor final de 7,4 en la dltima didlisis. Este pH es igual al del buffer de unién (binding
buffer), por lo que permite preparar a la muestra para su purificacion.

Es asi que, una vez renaturalizada, la neurotrofina mencionada se procedid a su purificacion
mediante cromatografia de afinidad de metales quelantes.

3.7 - Extraccion y caracterizacion de fracciones proteicas soluble e insoluble
Para poder determinar la solubilidad del proBDNF, se decidié realizar un fraccionamiento.

Para comenzar con dicho procedimiento fue necesario inocular un precultivo de 3mL de medio
LB con una colonia de bacterias transformadas con el plasmido que contiene el inserto de
interés y 3uL de Ampicilina (100mg/mL). Se incubé a 37°C durante toda la noche. Se
inocularon 50mL de medio LB con 300uL del precultivo anterior y 50uL de Ampicilina. Se
incubd a 379C, con agitacion, hasta alcanzar una densidad dptica, a 600nm, de un valor entre
0,5 y 0,8. Se recogid 1mL de muestra de fraccién no inducida, se la centrifugd durante 10
minutos a 3500 rpm, a una temperatura de 42C. Se descarté el sobrenadante y se secd el pellet
sobre papel. Este se almacend a -209C.

Luego se indujo la expresion proteica agregando 50uL de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) 1M. Se incubd a 372C, con agitacion, durante cuatro horas. Luego se
recogié 1mL de muestra de fraccién inducida. Se lo centrifugd durante 10 minutos a 3500 rpm,
a una temperatura de 42C. Se almacend a -209C para analisis posteriores.

Se sometio al resto de la muestra (precultivo inducido) al mismo tratamiento con la excepcion
del ultimo paso (almacenaje a -202C). Se seco el pellet sobre papel y se resuspendid, a 42C, en
un volumen de buffer Tris-HCI 20mM, pH 8, adecuado a su masa (ej.- 5mL de buffer para 1g de
sedimento). Luego se le agregd un volumen adecuado (ej.- 555,5uL de solucién de lisozima
para 1g de sedimento) de una solucién compuesta por lisozima fresca (stock 2mg/mL) en EDTA
0,1M, pH 8,0. Se sonicé dicha mezcla con microtip, a una amplitud de 45%, durante 6 ciclos de
20 segundos (sonicador Branson Digital Sonifier), con un minuto de descanso entre cada uno.

Se centrifugd la muestra por 30 minutos a 14000 rpm (Eppendorf centrifugue 5804R) y se
recupero el sobrenadante. Este representa la fracciéon soluble.

El pellet remanente se lavd (con cuidado de no remover lo insoluble) en el mismo volumen,
calculado previamente, de buffer Tris-HCI 20mM, pH 8 que al comienzo del proceso. Se
centrifugd durante 20 minutos a 14000 rpm. Finalmente se resuspendid el pellet en un
volumen de Urea 8M igual al volumen obtenido de la fraccidon soluble. Esto representa la
fraccidn insoluble.
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Todas las muestras recogidas fueron posteriormente analizadas mediante una electroforesis
SDS-PAGE.

3.8 - Cromatografia
3.8.1 - Cromatografia de afinidad

Los métodos cromatograficos son aquellos que separan de acuerdo a las diferencias entre las
propiedades de la proteina que serd purificada (proteina de interés) y las propiedades de otras
sustancias en la muestra. Estos métodos pueden separar las proteinas segun distintas
propiedades, como pueden ser la carga de la misma, el tamafio, la hidrofobicidad, el punto
isoeléctrico, reconocimiento de un ligando especifico, la unién de ion metalico, etcétera
(Figura 11).
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Figura 11 - Principios de separacidn en purificaciones cromatograficas. Esquema de las bases de separacién para
cromatografia de gel filtracion, interaccion hidrofdbica, intercambio idnico, afinidad y fase reversa. (Adaptado de
Recombinant Protein Purification Handbook).

En este caso en particular, la purificacién del proBDNF obtenido luego de la renaturalizacién, y
una serie de dialisis sucesivas (a fin de ajustar el pH), se realizé por cromatografia de afinidad.
Este tipo de cromatografia es el primer paso mas comun en la purificacion cuando la proteina
de interés esta marcada con afinidad, y se trata de una técnica cromatografica que separa
proteinas en base a una interaccién reversible entre la proteina de interés (o grupo de
proteinas) y un ligando especifico unido a una matriz cromatografica (Figura 12) [197].
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Figura 12 - Descripcion esquematica de los principios de la cromatografia de afinidad. (Extraido de Strategies for
Protein Purification Handbook).

La interaccion puede ser bioespecifica, por ejemplo, anticuerpos unidos a proteina A o un
receptor unido a una hormona, o no-bioespecifica, por ejemplo, una proteina unida a una
sustancia de tincidon o proteinas marcadas con histidina unidas a iones metalicos (como en
cromatografia de afinidad de ion metalico inmobilizado) por lo que este tipo de cromatografia
ofrece gran selectividad, alta resolucién y una capacidad entre intermedia y alta [198].

Normalmente la cromatografia de afinidad es utilizada como paso inicial de purificacion,
seguido de un segundo paso de purificacion para remover las impurezas remanentes o
agregadas. Sin embargo, algunas veces, puede ser utilizada como una purificacién de un solo
paso debido a su alta selectividad o en instancias en las que se aceptan algunas impurezas. En
este caso en particular, esta técnica cromatografica fue el Unico paso de purificacion utilizado
para obtener el proBDNF puro.

En la cromatografia de afinidad, la proteina de interés se encuentra especifica vy
reversiblemente unida por una sustancia de unién complementaria (ligando). La muestra es
aplicada bajo condiciones que favorecen la unién especifica al ligando. El material no unido es
lavado fuera de la columna, y la proteina de interés unida es recuperada mediante el cambio
de condiciones hacia aquellas que favorecen la elucidon. La elucion se lleva a cabo
especificamente, utilizando un ligando competitivo, o no especificamente, por ejemplo,
cambiando el pH, fuerza idnica o polaridad. La proteina de interés es eluida de forma
concentrada y pura [198].

3.8.2 - Cromatografia de afinidad de ion metdlico inmobilizado (IMAC, del inglés
Immobilized Metal ion Affinity Chromatography)

En este caso se decidid utilizar un tipo particular de cromatografia de afinidad, conocido como
IMAC (del inglés Immobilized metal ion affinity chromatography). Esta es una técnica
cromatografica que se basa en la interaccion de proteinas que contienen residuos de histidina
(o Trp y Cys) en su superficie con iones metélicos divalentes (por ejemplo Ni**, Cu*, Zn*, Co®")
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que se encuentran inmovilizados por medio de un ligando quelante. Las proteinas marcadas
con Histidina, como el proBDNF marcado que se desea purificar, tienen una afinidad extra alta
en IMAC debido a los multiples (6 a 10) residuos de dicho aminoacido, y son usualmente los
qgue se unen mas fuertemente de entre todas las proteinas en una muestra cruda (ej. Lisado
bacterial), mientras que las demas proteinas celulares no se unirdn o lo haran débilmente
[198].

En este caso, para la purificacion de la proteina proBDNF por IMAC se utilizé una columna
HisTrap FF, de 1mL (Figura 13). Este tipo de columnas son hechas con polipropileno
biocompatible por lo que no interactia con biomoléculas, lo cual las hace adecuadas para la
purificacién de proteinas

Ademas ya se encuentra preparada para su uso dado que estd preempaquetada con una
matriz de Niquel Sepharosa precargado (con iones Ni*), la cual consiste de 90um de perlas de
agarosa altamente reticuladas con un grupo quelante inmobilizado. Este Ni Sepharosa 6 Fast
Flow se une selectivamente a proteinas que presenten ciertos residuos formadores de
complejos expuestos en su superficie. La presencia de histidinas adicionales, como es lo que
ocurre cuando una proteina estd marcada con una cola de histidinas (este caso en particular),
aumentan la afinidad por los iones Ni** (ion preferido para purificacién de proteinas con His
Tag) y generalmente hacen que la proteina marcada con histidinas sea la que se une mas
fuertemente entre otras proteinas que estén presentes en la muestra (ejemplo, en un extracto
de E. Coli). Esto hace que esta columna sea ideal para purificaciones por cromatografia de
afinidad IMAC de proteinas recombinantes marcadas con una cola de Histidinas [198].

Para este caso particular, se decidié operar la columna con el sistema cromatografico AKTA, en

N™. Se decidi6 utilizar un

particular el AKTApurifier (Figura 13), que utiliza el software UNICOR
sistema cromatografico automatico dado que estos permiten mejorar la calidad vy
reproducibilidad de las separaciones proteicas. Ademads estos sistemas ofrecen mayor control
gue los manuales sobre la purificacién debido a la habilidad de monitorear automaticamente
el progreso de la purificacidn, y también permiten realizar un gradiente de elucién controlado,

lo cual permite obtener separaciones de alta resolucién [197].

ARTapurifier

Figura 13 — Imagenes de maquinaria utilizada en cromatografia de afinidad. A la izquierda, imagenes de columnas
HisTrap FF, de ImLy de 5mL. A la derecha, imagen del sistema cromatografico AKTApurifier. (Extraido de Strategies
for Protein Purification Handbook).
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Previo a su uso, las soluciones utilizadas, como los buffers de unién y elucién, el agua y el
etanol 20% fueron filtrados por filtros de 0,22um y degaseadas.

Para llevar a cabo la purificacién IMAC se comienzdé por bombear la columna con agua
destilada, previamente filtrada y degaseada. Luego se remuevid la tapa de la columna, se
conectd a una bomba peristaltica (utilizando el adaptador provisto) y se cerrd, goteando agua
dentro de la columna, cuidando de que a esta no le entre aire. Se removid la otra tapa,
correspondiente a la salida de la columna, y se lavd la misma utilizando de 3 a 5 volumenes de
agua destilada (también previamente filtrada y degaseada).

Luego se equilibré la columna con 5 volimenes de columna de buffer de unién (del inglés
binding buffer), con una velocidad de flujo de 1mL/min. El buffer de unién tiene un pH de 7,4;
0,5mM de NaCl, 20mM de fosfato de sodio y 20mM de Imidazol. Es conveniente que este
buffer en particular contenga una baja concentracidon de imidazol con el fin de minimizar la
unién de proteinas de la muestra. Por esta misma razén es también importante incluir imidazol
en la muestra (en general, a la misma concentracion que en el buffer de unién). A
concentraciones mas elevadas el imidazol también puede disminuir la unién de las proteinas
marcadas con histidina. Es asi que la concentracién de imidazol debe ser optimizada para
asegurar el mejor balance de alta pureza (baja unidn de proteinas de la muestra) y alto
rendimiento (fuerte unidn de la proteina de interés, marcada con histidina). Este buffer de
unidn, junto con la muestra, también contiene sales (0,5-1,0M NaCl) dado que estas eliminan
los efectos del intercambio idnico.

Luego de equilibrar la columna se aplicd la muestra, previamente preparada con el pH del
buffer de unidn, a la columna utilizando la bomba peristéltica.

Una vez que toda la muestra pasé por la columna se procedié a lavar la misma con buffer de
union, agregandole entre 15 y 20 voliumenes de columna del mismo.

Para comenzar con la elucidn, se transfirié la columna al sistema cromatografico AKTA. Se
eluyd la muestra con el agregado de 20 volumenes de columna de buffer de elucidn, utilizando
un gradiente lineal de concentracidon de imidazol. En este caso la composicion del buffer de
elucién fue la siguiente: pH 7,4; 20mM de fosfato de sodio, 0,5M de NaCl y 500mM de
Imidazol. El gradiente de dicha sustancia estaba formado por concentraciones de imidazol que
variaban desde 100mM hasta 500mM (concentracién del buffer de elucidn) y se cred
inicialmente sdlo con buffer de unién y el agregado paulatino de buffer de elucién, lo cual iba
aumentando linealmente la concentracién de imidazol. Por lo general, el gradiente de elucidn
genera dos picos, uno temprano correspondiente a proteinas naturalmente unidas en el lisado
y uno posterior correspondiente a la proteina marcada con histidina, la cual tiene una mayor
afinidad por el medio [199].

Las fracciones de elucion se colectaron en volimenes de aproximadamente 0.5mL. A las
mismas se les retird el imidazol mediante una didlisis realizada durante toda la noche. Se las
concentré al dia siguiente, utilizando el sistema de filtrado por centrifugacién Amicon ultra 15
(Millipore), y se les midié la concentracién final utilizando el Nanodrop™ (Thermo Scientific
spectrophotometer). Posteriormente se analizaron las muestras por SDS-PAGE.
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A continuacion (Figura 14) se muestra un esquema de los pasos previamente explicados para la
purificacién por IMAC en la columna utilizada:

Equilibrate column Apply sample Elute
with wieh with with
binding buffer binding buffer alution buffer
3min Sta 15 min 2 rmin
Wiaste Collect flewthrough Collect fractions

Figura 14 - Esquema de los pasos de cromatografia de afinidad con el uso de la columna HisTrapFF. El primer paso
es equilibrar la columna con el buffer de unién. El segundo paso es aplicar la muestra y lavarla con buffer de unidn,
colectando lo no-unido. Finalmente se eluye la muestra de interés con el buffer de elucidn y se colectan las
fracciones de interés. (Extraido de Recombinant Protein Purification Handbook).

La Figura 15 muestra un esquema de los pasos necesarios para la purificacién de proteinas
marcadas con cola de Histidina, en dos condiciones diferentes (condiciones nativas,
condiciones de denaturalizacién) [197].

General purification of histidine-tagged proteins

Native
conditions

Denaturing
conditions

Figura 15 - Esquema general de los pasos necesarios para la purificacion de proteinas marcadas con cola de
histidina. A la izquierda se encuentran los pasos a seguir para la purificacion de proteinas marcadas en condiciones
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nativas (este caso) y a la derecha para las mismas proteinas en condiciones desnaturalizantes. (Extraido de
Recombinant Protein Purification Handbook).

3.9 - Electroforesis

3.9.1 - Generalidades

Se denomina electroforesis al proceso de mover moléculas cargadas en solucion mediante la
aplicacién de un campo eléctrico a través de la mezcla. Dado que las moléculas en un campo
eléctrico se mueven con una velocidad dependiente de su carga, forma, y tamafio, las
electroforesis han sido extensamente desarrolladas para separaciones moleculares. Como
herramienta analitica, la electroforesis es simple y relativamente rdpida. Se usa
principalmente para analisis de purificacion de moléculas de gran tamafio como proteinas y
acidos nucleicos, pero también puede aplicarse a moléculas cargadas mas simples, incluyendo
azucares cargados, aminodcidos, péptidos, nucledtidos e iones simples.

La electroforesis de macromoléculas normalmente se lleva a cabo mediante la aplicacion de
una fina capa de muestra a una solucién estabilizada por una matriz porosa. Bajo la influencia
de un voltaje aplicado, diferentes especies de moléculas en la muestra se mueven a través de
la matriz a diferentes velocidades. Al final de la separacién, las diferentes especies son
detectadas como bandas en diferentes posiciones de la matriz. Una matriz es requerida debido
a que la corriente eléctrica que pasa por la solucién electroforética genera calor, lo cual causa
la difusién y mezcla de las bandas en ausencia de un medio estabilizador. La matriz puede
estar compuesta por un gran niumero de materiales diferentes, incluyendo papel, acetato de
celulosa, o geles compuestos por poliacrilamida, agarosa o almidén. En los geles de
poliacrilamida y agarosa, la matriz también actia como un entramado tamafio-selectivo en la
separacion. Al final de la corrida, las moléculas separadas pueden ser detectadas en posicién
en el gel mediante una tincién o auto-radiografia, cuantificadas por escaneo con un
densitémetro, y el gel puede ser secado para almacenaje permanente.

En este caso en particular se utilizaron dos tipos de electroforesis para el anaisis de distintas
muestras. Por un lado, para verificar la presencia de ADN plasmidico puro se utilizd6 una
electroforesis en gel de agarosa; y por otro lado, para el andlisis de muestras proteicas,
principalmente de aquellas que contenian la proteina de interés (proBDNF), en distintas etapas
del proceso de produccion de la misma, se utilizé electroforesis SDS-PAGE [200].

3.9.2 - Electroforesis en gel de agarosa

Para poder verificar la presencia del ADN plasmidico purificado (obtenido luego del uso del kit
Axyprep Plasmid Miniprep, de Axygen Bioscience) conteniendo el inserto de interés, se realizod
una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Dado que los poros en un gel de agarosa son grandes, la agarosa se utiliza para separar
macromoléculas como 4acidos nucleicos, grandes proteinas y complejos proteicos. Muchos
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tipos de agarosa pueden separar acidos nucleicos de 50 a 30000 pares de bases, razén por la
cual se utilizé esta técnica para la deteccién de ADN plasmidico con el inserto de interés [200].

La electroforesis es un método de separacidon de sustancias basado en la velocidad de
movilidad cuando se esta bajo la influencia de un campo eléctrico. La agarosa es un
polisacarido altamente purificado derivado del agar. Normalmente se compra como un polvo
seco. Para obtener un gel de agarosa este polvo se mezcla con una solucién buffer adecuada y
se disuelve cuando dicha solucién del polvo es calentada hasta una temperatura cercana a la
de ebullicion; se mantiene liquida hasta que la temperatura disminuye a 402C, cuando gelifica.
Durante la electroforesis, el gel es sumergido en una bandeja que contiene la solucidn buffer,
un electrodo positivo y uno negativo. El ADN a ser analizado es forzado a través de los poros
del gel por accidén de la corriente eléctrica. Bajo un campo eléctrico, el ADN, que se encuentra
naturalmente cargado negativamente debido a su esqueleto de azucar-fosfato, se movera
hacia el electrodo positivo y lejos del electrodo negativo. La velocidad de movilidad del ADN en
la electroforesis depende de varios factores, incluyendo: la fuerza del campo eléctrico, la
concentracién de agarosa en el gel y, principalmente, el tamafio de las moléculas de ADN. Las
moléculas de ADN mas pequefias se mueven a través de la agarosa mas rdpido que las
moléculas mas grandes.

El ADN por si mismo no es visible en un gel de agarosa, por lo que fue visualizado mediante el
uso de una tincion que se una al ADN. Generalmente, los acidos nucleicos son tenidos con
bromuro de etidio, una tincidon que fluoresce débilmente libre en solucién pero exhibe una
fuerte fluorescencia naranja cuando se une a acidos nucleicos y es excitado mediante luz UV.
Este es un agente intercalante de dacidos nucleicos, por lo que se une a los mismos
intercalandose entre sus bases nitrogenadas [201]. Aproximadamente de 10 a 50ng de ADN de
doble hebra puede ser detectado con bromuro de etidio en un transiluminador UV de 300nm.
Los geles fluorescentes deben ser fotografiados para tener un registro de la separacién.

Figura 16 - Estructura de la molécula de bromuro de etidio y cédmo se intercala entre las bases nitrogenadas.
(Extraido de Roca et al., 2003).

Los geles de agarosa son relativamente fragiles y deben ser manejados con cuidado. Estos
geles son hidrocoloides, que se mantienen juntos por accion de los puentes de hidrégeno y de
enlaces hidrofdbicos. Un gel de agarosa siempre debe ser manejado con algun soporte para
todo el gel, como una bandeja o una espatula, ya que el gel se rompera si se dobla demasiado
[200].

44



En este caso en particular, para obtener el gel de agarosa 1% se disolvié agarosa en un buffer
Tris-acido borico-EDTA (Tris 890mM; 4cido bdrico 890mM; EDTA 20mM pH 8; TBE),
calentandolo, y se agregaron 3uL de bromuro de etidio 10mg/mL cada 100mL de gel, para la
visualizacion posterior de los acidos nucleicos bajo luz UV. Se sembraron 5ulL del marcador de
peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific) y en los demas carriles se
sembré una mezcla que contenia 2uL de plasmido (cada uno), 3uL de agua miliQ (ultrapura) y
1ul de buffer de carga (LB DNA 6x, conteniendo azul de bromofenol y glicerol). El buffer de
corrida utilizado también fue TBE 1x y la electroforesis se realizé a 100V el tiempo necesario
para separar los fragmentos de ADN. Finalmente se visualizaron las bandas en un
transiluminador UV (G:BOX, Syngene).

3.9.3 - Electroforesis SDS-PAGE

El andlisis de las fracciones obtenidas por fraccionamiento celular, cromatografia de afinidad y
las diferentes muestras obtenidas en distintas etapas del proceso de expresion,
renaturalizacion y purificacion de la proteina de interés se realizé por SDS PAGE (electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio, sigla que proviene del inglés Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Esta es una técnica que permite la
separacion de proteinas de distinto peso molecular para su analisis.

Las muestras a correr en la SDS PAGE son antes calentadas a 952C por 5 minutos en buffer de
muestra que contiene beta mercaptoetanol y SDS, entre otros componentes. El
mercaptoetanol reduce los puentes disulfuro presentes, que son los que mantienen la
estructura terciaria de la proteina. El SDS (CH5-[CH,]10-CH,0S0;3Na’) es un detergente anidnico
que se une fuertemente a la proteina y la desnaturaliza. Es asi que cada proteina de la muestra
es completamente desnaturalizada por este tratamiento y se abre adoptando una estructura
con forma de vara que tiene una serie de moléculas negativamente cargadas por SDS a lo largo
de toda la cadena polipeptidica. En promedio, una molécula de SDS se une cada dos
aminodacidos, es asi que la carga nativa original de la molécula queda completamente rodeada
por las moléculas de SDS. El buffer de la muestra también contiene una tinta rastreadora
ionizable, en este caso azul de bromofenol, que permite que la corrida electroforética sea
monitoreada, y glicerol, que le otorga densidad a la solucidn de muestra, permitiendo asi que
esta se estabilice mas facilmente en el buffer de electroforesis, hacia el fondo, una vez
sembrada en el pocillo de carga [202].

Una vez finalizado el montaje del aparato para el armado del gel (Figura 17), se procede a
verter las soluciones correspondientes para la formacion del mismo.
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cristales espaciadores

Figura 17 — Armado del gel de electroforesis SDS-PAGE. Esquema donde se muestran los pasos que llevan al
armado del gel. Se requiere de espaciadores, que le dan el espesor al gel (1,5 mm) y dos vidrios, los cuales son
montados en un soporte. Luego de preparar la solucién de acrilamida, esta se vierte en el espacio formado por los
vidrios. Se coloca el peine, para que este forme los pocillos y se deja reposar hasta que el gel se encuentra
completamente polimerizado.

Cuando el principal gel separador (restringe la movilidad de las muestras debido a su
porosidad y es el encargado de separar las proteinas de acuerdo a su peso molecular) ha sido
vertido entre las placas de vidrio y se permitid su polimerizacién, un gel concentrador
(encargado de compactar las muestras para que ingresen de forma homogénea al gel
separador), en menor cantidad, es vertido sobre el gel separador y es dentro de este gel que
los pocillos se forman al introducir un peine, y las proteinas son inyectadas.

Una vez que todas muestras y el marcador de peso molecular son sembrados en los pocillos
correspondientes, una corriente eléctrica pasa a través del gel. Cuando las muestras proteicas
pasaron por el gel concentrador y entraron en el gel separador, los complejos proteina-SDS
cargados negativamente continian moviéndose hacia el anodo, y como tienen la misma carga
por unidad de longitud viajan dentro del gel separador, bajo el campo eléctrico aplicado, con la
misma movilidad. Sin embargo, a medida que pasan a través del gel separador las proteinas se
separan por su tamafio, gracias a las propiedades de malla del gel. De esta forma, cuanto mas
pequefia sea la proteina, mas facil le sera pasar a través de los poros del gel, mientras que las
proteinas mas grandes seran sucesivamente retardadas por la resistencia friccional, gracias al
efecto de malla del gel. Dado que el azul de bromofenol es una molécula pequefia no es
retardada en la malla del gel y asi logra indicar el frente electroforético. Cuando la tinta
mencionada llega al fondo del gel la corriente eléctrica se apaga y el gel es retirado de las
placas de vidrio, colocado en una solucidon de tincién apropiada por unas horas, y luego lavado
con una solucidn de destefiido (del inglés, Destain) durante la noche. La solucidon Destain
remueve la tinta no unida del gel, dejando a las proteinas tefidas visibles como bandas azules
en un fondo claro [202].

Para este caso particular el porcentaje del gel separador utilizado fue de 12%, porcentaje que
depende del tamafio de la proteina de interés; el porcentaje del gel concentrador (preparado
posteriormente) fue de 5% y en ambos geles se agregd en ultimo lugar el persulfato de amonio
y el TEMED ya que son los agentes que inician la polimerizacidén. Las proporciones de los
componentes se indican en Tabla 1.
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Las muestras se prepararon con buffer de carga o de la muestra que tenia la siguiente
composicion: 25% beta-mercaptoetanol, 2.5% SDS, 50% glicerol, 0.125 M buffer Tris HCI pH
6.8, 0.1 mg/mL Azul de Bromofenol; y el marcador de peso molecular utiliizado fue Prestain
ladder plus #SM 1811 de Fermentas, USA. Se realizé la corrida a 100V utilizando buffer Tris
glicina SDS (25mM Tris, 192mM glicina, 0.1% SDS, pH 8.3; TGS). La tincién del gel se llevo a
cabo con el colorante Coomassie Brilliant Blue, de Sigma, y el destefiido del mismo con una
solucién Destain compuesta por 40% de Etanol 95% y 10% de acido acético glacial (99%).

Tabla 1 - Gel de poliacrilamida. Proporciones de los componentes utilizados.

Gel separador (resolving) 12% Gel concentrador (stacking) 5%
H,0 3,3mL 2,7 mL
30% mix de acrilamida 4,0 mL 0,67 mL
Buffer 1,5M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL -
Buffer 1,0M Tris-HCl pH 6,8 - 0,5 mL
SDS 10% 0,1 mL 0,04 mL
Persulfato de amonio (APS) 10% 0,1 mL 0,04 mL
TEMED 0,004 mL 0,004 mL
Volumen Total 10 mL 4 mL

3.10 - Anadlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF

Para verificar la obtencién de proBDNF se realizé una electroforesis desnaturalizante en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se procedid a analizar las bandas de interés (de peso molecular
cercano al del proBDNF) mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF (del inglés,
Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization-Time Of Flight/Time Of Flight).

3.10.1 - Generalidades de espectrometria de masas

La espectrometria de masas ha sido una técnica analitica de gran importancia, inicialmente en
guimica organica y luego, gracias a la introduccién de ciertas técnicas, en la protedmica.

Los espectrémetros de masa se encargan de medir masas. En protedmica, la masa proporciona
informacidn importante acerca de la identidad de la proteina, sus modificaciones quimicas, y
su estructura. Cada espectrometro de masa tiene, para cumplir su funcion, tres componentes
principales: una fuente, un analizador, y un detector. Dado que los espectrémetros de masa
miden la masa de especies cargadas, la fuente debe ser capaz de producir iones, el analizador
debe ser capaz de separar estos iones basandose en su masa (o, mejor dicho, relacion masa-
carga), y el detector debe ser capaz de detectar particulas cargadas y luego amplificar la
respuesta para la obtencién de una sefial medible [203].

En los comienzos, la baja volatilidad de las proteinas impedia su anadlisis mediante
espectrometria de masas, pero, recientemente, esta dificultad ha sido eludida mediante la
introduccion de técnicas para la dispersién efectiva a fase gaseosa de proteinas y otras
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macromoléculas. Estos métodos se denominan Desorcidén-lonizacidn laser asistida por una
matriz (MALDI, del inglés Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization) y espectrometria

electrospray; y permitieron la vaporizacion e ionizacién de biomoléculas relativamente

grandes y no volatiles, como proteinas y péptidos. En la espectrometria MALDI, la que se

utilizé en este caso, los iones proteicos son generados y luego acelerados a lo largo de un
campo eléctrico. Ellos viajan a través del tubo de vuelo (del inglés flight tube), con los iones
mas pequefios viajando mas rapido y llegando primero al detector. Asi, el tiempo de vuelo
(TOF, del inglés time of flight) en un campo eléctrico es una medida de la masa (mas
precisamente, la relacién masa/carga). Pequefias cantidades de biomoléculas, tan pequefias

como pocos picomoles (pmol) hasta femtomoles (fmol), pueden ser analizados de esta manera

[204].
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Figura 18 — Esquema del funcionamiento de la espectrometria de masas MALDI-TOF. (1) La muestra proteica,
embebida en una matriz apropiada, es ionizada mediante la aplicacion de un rayo laser. (2) Un campo electrico
acelera los iones formados a través del tubo de vuelo hacia el detector. (3) Los iones mas livianos llegan primero. (4)

El pulso de laser ionizante también dispara un reloj que mide el tiempo de vuelo (TOF) para los iones. (Extraido de

Berg et al., 2002).
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3.10.2 - Identificacion proteica por espectrometria de masas basada en geles de
electroforesis

Dado que, en este caso en particular, lo que se analizd por espectrometria de masas MALDI-
TOF/TOF fueron bandas de un gel de electroforesis tefiido con Coomasie, previo al anélisis con
el espectrometro fue necesario preparar las muestras a analizar (remover la tincion, etcétera).
Para esto se siguié un protocolo de digestion in-gel para MALDI-TOF mass fingerprinting
adaptado de Jensen y colaboradores, en el que lo que lo primero que se hizo fue extraer los
péptidos del gel [205].

Para esto se cortaron las bandas de interés (tres en este caso). Luego se las colocé, a cada una,
en un eppendorf y se las lavd con 200uL de un buffer compuesto en 50% por 0,2M bicarbonato
de amonio, pH8, y 50% por acetonitrilo puro. La incubacién durdé aproximadamente 30
minutos, bajo agitacién y a 302C. Finalizado este periodo se descartd el sobrenadante y se
repitié el proceso. Luego se agregd acetonitrilo puro para deshidratar el gel, se agitdé por unos
minutos y se lo retird. El paso de deshidratacion del gel es necesario dado que la muestra debe
estar lo mas seca posible para que la enzima (tripsina) pueda actuar sobre ella y asi la
eficiencia de la digestidon sea dptima. Las bandas se dejaron secar completamente bajo una
corriente de nitrégeno o en el “speed back”. Todos estos pasos deben realizarse en una
camara de flujo laminar y manejar las muestras con extremo cuidado a modo de minimizar la
contaminacidn de las mismas con keratinas exdgenas (pelo, piel, corrientes de aire, ropa de
lana, etcétera) dado que la presencia de estas puede enmascarar las sefiales obtenidas [205].

Una vez que las bandas de interés del gel fueron extraidas del mismo y deshidratadas se
procedié a la digestién de las proteinas de interés con tripsina. Para esto fue necesario,
inicialmente, descongelar la tripsina a utilizar (normalmente se encuentra almacenada en
alicuotas, a -202C, en una concentracién de 0,5ug/ulL y 2 ulL por tubo). A cada tubo que
contenia 2ulL tripsina Promega 0,5ug/uL se le agregaron 30uL de buffer bicarbonato de
amonio 50 mM, para obtener una soluciéon adecuada para el tratamiento de las muestras. A
cada banda de interés, ya deshidratada, se le agregaron 10 pL de la solucién mencionada, a fin
de rehidratar las muestras. Se esperaron unos minutos a que el gel se hidrate y luego se
adicioné suficiente buffer bicarbonato de amonio (50 mM pH 8.3) como para cubrir
completamente el gel. Se dejaron incubando las muestras con este buffer durante toda la
noche, a 379C, para que ocurra la reaccion de digestion.

El siguiente paso fue la extraccidn de los péptidos del gel. Para esto fue necesario detener la
digestion de las proteinas a analizar mediante la adicion de una solucidon 1% de TFA (acido
trifluoroacético). Se recuperé el sobrenadante y se guardo con el tip correspondiente. Luego se
cubrié cada muestra (gel) con una solucidén de 0.1%TFA/60%Acetonitrilo y se agité por una
hora. Nuevamente se recogid el sobrenadante, guarddndolo con su tip, y se cubrié cada
muestra con la solucion de 0.1%TFA/60%Acetonitrilo; se agité durante una hora mas.

Posteriormente se procedié a la concentracidn de las muestras y el retiro del acetonitrilo
presente en estas. Para esto, los sobrenadantes recuperados se concentraron por un método
de secado en vacio, en el speed vac (normalmente lleva 20 minutos evaporar todo el
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acetonitrilo pero sin que se seque la muestra por completo). Este ultimo procedimiento es
crucial para el siguiente paso cromatografico ya que logra reducir el volumen de las muestras a
uno aceptable para dicho fin y remueve totalmente el acetonitrilo presente en las muestras,
evitando asi que este interfiera en la fijacién de los péptidos al medio cromatografico
hidrofébico [205].

Una vez concentradas las muestras, se procedid al desalado de las mismas utilizando
microcolumnas de fase reversa C18 (tips de pipeta OMIX, Varian). La elucion de los péptidos de
la microcolumna se realizé directamente en la placa de las muestras del espectrometro de
masas con 3L de solucién de matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico en una solucidn con
60% de acetonitrilo acuoso, conteniendo 0.2% de TFA).

El espectro de masa de las mezclas de las digestiones se adquirié en un instrumento 4800
MALDI-TOF/TOF (de Applied Biosystems) utilizado en modo reflector, y fueron calibradas
externamente utilizando una mezcla de péptidos estandar (de Applied Biosystems). Se llevaron
a cabo experimentos de disociacidon por colision inducida MS/MS de péptidos seleccionados.

Las proteinas fueron identificadas por la base de datos NCBInr buscando valores m/z de
péptidos utilizando el programa MASCOT y aplicando los siguientes parametros de busqueda:
tolerancia de masa monoisotdpica, 0,05 Da; tolerancia de masa de fragmentos, 0,25 Da;
oxidacién de metionina, como posibles modificaciones y se permite un clivaje triptico perdido.

3.11 - Western Blotting

El término “blotting” hace referencia a la transferencia de muestras biolégicas de un gel a una
membrana y su subsecuente deteccion en la superficie de la membrana. El Western blotting
(también conocido como inmunoblotting, debido a que utiliza un anticuerpo para la deteccion
especifica de su antigeno) fue introducido por Towbin et al. en 1979 [206] y hoy en dia es una
técnica de rutina para los anadlisis de proteinas. La especificidad de la interaccién antigeno-
anticuerpo permite la identificacion de una Unica proteina especifica dentro de una mezcla
proteica compleja, por lo que se utiliza cominmente para la identificaciéon positiva de una
proteina en una mezcla compleja, y para la obtencién de datos cualitativos y semicuantitativos
acerca de la proteina de interés [207].

En este caso en particular se utilizd este método para verificar la obtencion de proBDNF a
partir de una segunda produccion de la proteina y posterior purificacion mediante
cromatografia de afinidad. Como control positivo se utilizé la muestra de proBDNF obtenida a
partir de la primera produccién y purificacion, en la cual la presencia de la proteina de interés
fue verificada mediante un analisis de espectrometria de masas. Como control negativo se
decidié sembrar una muestra de proBDNF pero sin adiciéon de anticuerpo primario, de manera
de que se logre verificar la no reactividad del anticuerpo secundario en condiciones en las que
no se encuentra su sustrato.

Segun el método de deteccidén que se utilice para determinar la presencia de la proteina de
interés, al western blot se lo puede clasificar en directo o indirecto. Con un método de
deteccion directa, el anticuerpo primario (anticuerpo capaz de detectar la proteina de interés)
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que se utiliza para la deteccién de un antigeno en el blot también se encuentra marcado con
una enzima o con una tincidn fluorescente (Figura 19, parte A).

En el método de deteccidén indirecta, un anticuerpo primario es afadido primero, para su
unién al antigeno o proteina de interés. Luego se afiade un segundo anticuerpo que es dirigido
contra el fragmento constante Fc de la gama-globulina del anticuerpo primario, por lo que
permite su unidén al mismo. Este segundo anticuerpo, también Illamado “anticuerpo
secundario”, contiene un método de deteccidn (Figura 19, parte B). Originalmente, el marcado
con iodina radiactiva era utilizado, pero ahora los métodos enzimaticos son los que mas se
usan; en estos la enzima se conjuga covalentemente al anticuerpo. Hay varias enzimas que se
utilizan (ureasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano), y cada una puede ser detectada de
varias maneras. Las reacciones de color son las mas populares, pero los procesos
guimioluminiscentes estdan comenzando a ganar popularidad debido a su alta sensibilidad y
rapidos resultados [208].

En este caso, el método que se utilizé fue el de deteccidn indirecta con quimioluminiscencia,
dado que ofrece muchas ventajas con respecto al método directo. Entre las ventajas que
presenta esta el aumento de la sensibilidad debido a que cada anticuerpo primario contiene
varios epitopes que pueden ser reconocidos por el anticuerpo secundario, permitiendo asi una
amplificacion de la sefial. Ademds, una gran variedad de anticuerpos secundarios marcados
estdn comercialmente disponibles, y ya que muchos anticuerpos primarios pueden ser
producidos en una especie y el mismo anticuerpo secundario marcado puede ser utilizado para
la deteccidn, es muy versatil. Otra ventaja es que la inmunoreactividad del anticuerpo primario
no se ve afectada por el marcado y diversos marcadores de visualizacion pueden ser utilizados
con el mismo anticuerpo primario.

Substrate
Datactable
L Product
Substrate il
Detectable \‘ Enzyme
Product

/
0 Enzyme

Figura 19 - Diferencias entre el método de deteccidn directa (parte A) y deteccion indirecta (parte B). Parte A- En
el método de deteccidn directa, un anticuerpo primario marcado se une al antigeno que se encuentra en la
membrana y reacciona con el sustrato, originando una sefial detectable. Parte B- En el método de deteccion
indirecta, un anticuerpo primario no-marcado se une al antigeno. Luego, un anticuerpo secundario marcado se une
al anticuerpo primario y reacciona con el sustrato. (Extraido de Western Blotting, Handbook and Troubleshooting
Guide).

El primer paso en un western blot es la separacién de las macromoléculas de la muestra
utilizando una electroforesis en gel. Luego de este procedimiento (electroforesis), las
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moléculas separadas son transferidas o “blotteadas” en una segunda matriz, generalmente
una membrana de nitrocelulosa o, en este caso, PVDF (del inglés Polyvinylidene Fluoride, de la
marca Hybond). Esta membrana Hybond™-P es una membrana hidrofdbica de polivinilideno
difluorido optimizada para su uso en transferencias y/o aplicaciones de Western blot. Presenta
una capacidad de unidn de proteinas de 125pug/cm?® vy es quimicamente estable como para
permitir el uso de un rango de solventes para destincidn rapida. Previo a su uso, Hybond™-P
debe ser embebida durante un minuto en metanol 100%, con el fin de activarla, y luego
sumergida en agua destilada.

Para llevar a cabo la transferencia de las proteinas a la membrana mencionada existen una
gran variedad de métodos, incluyendo transferencia por difusidon, transferencia por
capilaridad, transferencia convencional acelerada por calor, transferencia por vacuum blotting
(blotting por vacio) y electroelucion. Para proteinas, el método de transferencia mas comun, y
el que se utilizd en este caso, fue la electroelucidon o la transferencia electroforética, la cual es
muy rapida y eficiente. Este método utiliza la movilidad electroforética de proteinas para
transferirlas desde el gel a la matriz. La transferencia electroforética de proteinas incluye
colocar un gel de poliacrilamida, conteniendo proteinas, en contacto directo con una
membrana de PVDF, en este caso, u otro apoyo adecuado para la unién de proteinas, y colocar
esto entre dos electrodos sumergidos en una solucién conductora (Figura 20). Cuando se le
aplica un campo eléctrico, las proteinas se mueven fuera del gel de poliacrilamida y hacia la
superficie de la membrana donde las mismas se adhieren fuertemente. La membrana
resultante es una copia del patrén proteico que se encontraba en el gel de poliacrilamida
[207].
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Figura 20 - Esquema de armado del sistema para la transferencia electroforética. (Extraido de Western Blotting,
Handbook and Troubleshooting Guide).
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La eficiencia de la transferencia puede variar dramaticamente entre proteinas, dependiendo
de la habilidad de la proteina de migrar fuera del gel, y su propensién a unirse a la membrana
bajo determinadas circunstancias. La eficiencia de la transferencia depende de varios factores
tales como la composicion del gel, si este se encuentra en contacto directo con la membrana o
no, la posicion de los electrodos, el tiempo de transferencia, el tamafio y composicion de las
proteinas, la fuerza del campo, y la presencia de detergentes. Generalmente se obtiene una
6ptima transferencia de proteinas con el uso de buffers de baja fuerza idnica y una corriente
eléctrica baja. Para este caso en particular, luego de la electroforesis SDS-PAGE, se realizé la
transferencia durante una hora y media, a una corriente de 300mA, a 42C. El buffer de
transferencia utilizado tenia una composicién de 300mL de EtOH 95%, 150mL de Tris-Glicina
10x, 1050mL de agua destilada y 1,5 gramos de SDS.

En esta instancia, antes de proceder con el Western Blot, es aconsejable verificar la eficiencia
de la transferencia. Para esto se tifien todas las proteinas de la membrana con una tinciéon
reversible. La tincion de Ponceau S, o rojo de Ponceau (0,2 % rojo Ponceau, 3 % acido
tricloroacético, en H,0), es la mas utilizada para la tincidon de proteinas en una membrana y fue
la que se utilizé en este caso. Una vez comprobada la eficiencia de la transferencia, se lavaron
los restos del colorante sumergiendo la membrana en agua destilada y posteriormente en TBS-
Tween (Tris 0,02 M, NaCl 0,15 M, 0,1% Tween®-20, en H,0 destilada ajustando el pH a 7,6)
hasta observar el desvanecimiento de toda la tincidn utilizada.

El siguiente paso en esta técnica es el bloqueo de los sitios de unidén inespecificos. Esto
significa bloquear los sitios no reactivos de la membrana con el fin de reducir la cantidad de
uniones inespecificas de proteinas durante los siguientes pasos del ensayo. Se han utilizado
una gran variedad de buffers de bloqueo, desde leche o suero normal hasta proteinas
altamente purificadas, para bloquear sitios no reactivos de la membrana. El buffer de bloqueo
debe mejorar la sensibilidad del ensayo mediante la reduccion de la interferencia del
“background” (ruido de fondo); pero dado que no todos los buffers de bloqueo son
compatibles con todos los sistemas existe una gran variedad de bloqueadores disponibles,
tanto en solucién salina tamponada con Tris (TBS, del inglés Tris Buffered Saline) como en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline). La opcidn
adecuada de bloqueo para un determinado blot depende del antigeno mismo que se utilice, y
del tipo de enzima conjugada a ser utilizada. Por ejemplo, con aplicaciones que usan un
conjugado de fosfatasa alcalina, dado que el PBS interfiere con la misma, se debe utilizar un
buffer de bloqueo en TBS. El buffer de bloqueo ideal se unira a todos los potenciales sitios de
interaccion inespecifica, eliminando el background sin alterar o enmascarar el epitope de
unién del anticuerpo [207].

En este caso en particular el buffer de bloqueo que se utilizé fue una solucién de TBS
conteniendo 0,1% Tween®-20 y 5% de leche descremada en polvo (5% de leche descremada
en TBS-Tween). Inmediatamente luego de la transferencia, se colocd la membrana en esta
solucion y se dejé bloqueando durante 1 hora, a temperatura ambiente, con agitacion.

Una vez finalizado el bloqueo de la membrana se procedio a la incubacion de la misma con el
anticuerpo primario. La eleccion de este anticuerpo para un western blot depende del
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antigeno que se desea detectar y de los anticuerpos que se encuentran disponibles para ese
antigeno. Estos anticuerpos pueden ser disefiados especificamente para reconocer el antigeno
de interés o se los puede comprar, dado que un gran nimero de anticuerpos primarios se
encuentran comercialmente disponibles. Para un western blotting se pueden utilizar
anticuerpos monoclonales, los cuales son valiosos por su especificidad, pureza y consistencia
(menor background); o policlonales, los cuales son mds econémicos, su produccién es mas
rapida y, por lo general, tienen una alta afinidad por el antigeno [207]. En este caso, dado que
el antigeno a detectar es la proteina proBDNF, se decidié buscar un anticuerpo comercial que
lograra detectar la proteina de interés. El anticuerpo primario que se utilizé fue el anti-BDNF
(un epitope presente en el BDNF estard también presente en su precursor) policlonal de
conejo (ab6201), provisto por la empresa Abcam.

En general, los anticuerpos (tanto primario como secundario) que se utilizan para western
blotting se usan en soluciones diluidas, que abarcan desde diluciones de 1/100 a 1/500.000,
partiendo, en general, de soluciones stock de 1mg/mL. La dilucion éptima para un
determinado anticuerpo con un sistema de deteccion en particular puede ser determinada
experimentalmente realizando un Dot Blot (seccion 3.12). Los sistemas de deteccidon mas
sensibles requieren el uso de menor cantidad de anticuerpo, lo cual puede resultar en ahorros
sustanciales en los costos de anticuerpos, y permitir que un suministro limitado de anticuerpo
se utilice para mas experimentos. También produce un beneficio adicional que es la reduccién
de background debido a que una cantidad limitada de anticuerpo muestra elevada
especificidad por el blanco (proteina de interés) con la mayor afinidad. Por lo general, los
anticuerpos son diluidos en el buffer de lavado que contiene el agente de bloqueo. La
presencia de una pequefia cantidad de agente de bloqueo y detergente en el diluente del
anticuerpo ayuda a minimizar el background. En este caso, el anticuerpo primario dirigido
contra el proBDNF se diluyd (concentracion inicial 1,0mg/mL) en la solucién de bloqueo
previamente utilizada, hasta obtener una concentracién 1/200 (5ug/mL).

Para la incubacion con el anticuerpo primario primero se retiré la membrana de la solucion de
bloqueo, se cortdé cuidadosamente el ultimo carril, y se colocaron ambos trozos sobre un
parafilm, previamente ajustado a una superficie plana. Se embebié la membrana principal, que
contenia la proteina de interés, con la dilucién del anticuerpo primario, cuidando que toda la
superficie de la misma estuviera en contacto con la solucién; la membrana correspondiente al
ultimo carril fue el control negativo, por lo que fue embebida con solucién de bloqueo, a fin de
determinar la eficiencia de la técnica y de la deteccién del anticuerpo secundario. La
incubacidn con el anticuerpo primario durd toda la noche, y se hizo a 42C (en camara fria).

Una vez finalizada la incubacién se retiraron las membranas de la cdmara fria, y se procedio a
la realizacion de los lavados. Ocasionalmente, estos se llevan a cabo en un buffer fisioldgico
como TBS o PBS, sin aditivos. Cominmente, un detergente como 0.1% Tween®-20 es afiadido
al buffer con el fin de ayudar a remover el material unido inespecificamente y disminuir el
background. En este caso, el buffer de lavado utilizado fue una solucién de TBS-Tween. Los
pasos de lavado son necesarios para remover los agentes o reactivos no unidos y reducir el
background, resultando asi en un aumento de la relacidon sefial-ruido. Lavados insuficientes
haran que el background sea alto (mucha contaminacién), mientras que lavados excesivos

54



pueden resultar en una disminucién de la sensibilidad a causa de la elucion del anticuerpo y/o
antigeno del blot. En este caso las membranas se lavaron rdpidamente con TBS-Tween, a fin de
retirar inicialmente el exceso de anticuerpo primario, y luego se realizaron 3 lavados sucesivos
de 10 minutos cada uno con TBS-Tween, con agitacidn, a temperatura ambiente.

Una vez que culminan los lavados, el siguiente paso en el western blot fue la incubacion con el
anticuerpo secundario.

La eleccién de anticuerpo secundario depende de la especie animal a la que corresponda el
anticuerpo primario (especie en la cual se generd, especie huésped). Por ejemplo, si el
anticuerpo primario es un anticuerpo monoclonal de ratén, el anticuerpo secundario debera
ser un anticuerpo anti-ratén, obtenido de un huésped que no sea un ratén. La especie huésped
del anticuerpo secundario, por lo general, no afectara el experimento. En este caso se utilizd
un anticuerpo secundario anti-conejo (anti-rabbit) dado que el anticuerpo primario era un
anticuerpo de conejo.

La eleccién de anticuerpo secundario también depende del tipo de marcado que se desea.
Diferentes marcadores pueden ser conjugados con anticuerpos. En el pasado era muy comun
el uso de radioisétopos, pero son muy caros, tienen una vida media muy corta y requieren de
un manejo especial. Alternativamente estan las etiquetas o marcados con biotina, fluoréforos
y enzimas. El uso de los fluoréforos requiere menos pasos; sin embargo, se necesita de un
equipo especial para detectar la fluorescencia. Ademas, se debe tomar una fotografia si se
necesita un registro permanente de los resultados. Los marcados enzimaticos son los que se
utilizan mas cominmente y, aunque requieren pasos extras, pueden ser también
extremadamente sensibles [207].

La fosfatasa alcalina (AP, del inglés alkaline phosphatase) y peroxidasa de rabano (HRP) son
dos enzimas que se utilizan extensivamente como marcadores para la deteccidn proteica. Un
arreglo de sustratos cromogénicos, fluorogénicos y quimioluminiscentes esta disponible para
su uso con cualquiera de estas enzimas.

En la Tabla 2 se observa una comparacién de las caracteristicas de las dos enzimas:

Tabla 2 - Comparacidn de las caracteristicas de las enzimas HRP y AP. (Extraido de Western Blotting, Handbook and
Troubleshooting Guide).

Horseradish Alkaline
Peroxidase Phosphatase
Size 40 kDa 140 kDa
Price Ralativaly Ralativaly
Inaxpensive Expansiva
Stability Stable at < 0°C Unstable at < 0°G
(Storage)
Number of e Faw
Substrates
Kinetics Hapid Slower
pH optimum 5-7 310

En este caso en particular la enzima que se conjugd al anticuerpo secundario, para la detecciéon
del anticuerpo primario unido a la proteina de interés (proBDNF), fue la HRP.
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La peroxidasa de rdbano es una proteina de 40.000 Dalton que cataliza la oxidacién de
sustratos mediante perdxido de hidrégeno, resultando en un producto coloreado o
fluorescente, o en la liberacidn de luz como un byproducto. La HRP funciona éptimamente a
un pH cercano al neutro y puede ser inhibida mediante cianuros, sulfuros y azidas. Los
conjugados anticuerpo-HRP son superiores a los conjugados anticuerpo-AP (como se observa
en la Tabla 2) con respecto a las actividades especificas de tanto la enzima como el anticuerpo.
Ademas, su alta tasa de cambio, buena estabilidad, bajo costo y amplia disponibilidad de
sustratos hacen que HRP sea la enzima de eleccidn para la mayoria de las aplicaciones [207].

En este caso, la dilucion del anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con HRP (ab6721, de
Abcam, Cambridge) que se utilizé fue de 1/3000 por lo que se utilizaron 2999uL de solucién de
blogueo (soluciéon TBS-Tween y 5% de leche descremada) y 1uL del anticuerpo secundario.
Para la incubacién de las membranas (control negativo y la que contiene la proteina de interés)
con el anticuerpo secundario se repitié el proceso previamente mencionado para el anticuerpo
primario, en el que se colocaron las membranas en un parafilm extendido y fijado sobre una
superficie plana, y se embebieron las membranas con la dilucién del anticuerpo secundario,
preparada momentos antes de su uso. El periodo de incubacién con este anticuerpo fue de
una hora, a temperatura ambiente.

Finalizado esto se procedio al lavado de las membranas, a fin de retirar el exceso de anticuerpo
secundario. Se realizaron 6 lavados sucesivos, de 10 minutos cada uno, con TBS-Tween 1x.

El siguiente paso es el revelado de la membrana, en este caso en particular se utilizé un
sistema ECL (del inglés Enhance Chemiluminiscence). El sistema de western blot ECL (Figura 21)
es el sistema de inmunodeteccién quimioluminiscente mas utilizado en el mundo. Este sistema
ECL utiliza anticuerpos anti-ratén y anti-conejo conjugados con HRP para una deteccién muy
precisa de proteinas de los western blots, basada en el luminol [209].

Se puede definir luminiscencia como la emisidn de luz resultante de la disipacién de energia
proveniente de una sustancia en estado excitado. En la quimioluminiscencia la excitacién es
efectuada por una reaccion quimica. Las reacciones quimicas de Cydic Diacylhydrazides, como
el luminol, han sido muy utilizadas en andlisis quimicos y uno de los sistemas mas
comprendidos es el de la oxidacion del luminol catalizada por HRP/perdxido de hidrégeno en
condiciones alcalinas. Inmediatamente luego de la oxidacion, el luminol estd en un estado
excitado que luego decae al estado basal por medio de una via que emite luz [209]. Ya que la
oxidacién del luminol es catalizada por HRP, y el HRP es conjugado con la proteina de interés
en la membrana, la cantidad y localizacidon de la luz de la que HRP cataliza la emision, se
relaciona directamente con la localizacién y la cantidad de proteina en la membrana [210].

Dado que en muchos ensayos luminiscentes, la luz emitida es de baja intensidad y de corta
duracién se utiliza una version mejorada de la reaccion quimioluminiscente [210]. Esta
guimioluminiscencia mejorada se alcanza realizando la oxidacién del luminol por accién de
HRP, en la presencia de potenciadores quimicos como fenoles modificados. Estos logran
incrementar la intensidad de la luz emitida aproximadamente 1000 veces, y ademas alteran la
cinética de la reaccién de forma tal que la emisidn luminica se extiende el tiempo y aumenta
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su intensidad. Esto permite la deteccién de una proteina en un nivel de 1 a 10pg. La luz
producida por esta reaccidon quimioluminiscente mejorada llega a su pico luego de 5 a 20
minutos y decae poco tiempo después, con una vida media de aproximadamente 60 minutos.
La maxima emision de luz, que ocurre cuando el agente luminol potenciado se degrada, ocurre
a una longitud de onda de 428nm, la cual puede ser detectada por una corta exposicion a un
film auto-radiografico sensible a la luz azul [209].

A continuacidn se muestra un esquema de la reaccién que ocurre en el sistema ECL de western
blot:

N Secondary Ab-HRP Bisracld oxidized ||

product

Protein Oxidized
A S

o Primary Ab of enzyme
+
luminol
+
L enhancer |
Hybond ECL Hyperfilm ECL

Figura 21 - Principios del sistema ECL de western blot. (Extraido de Amersham ECL Western blotting detection
reagents and analysis system).

En este caso, el sustrato quimioluminiscente utilizado fue el ECL de Viva Science y se incubd a
las membranas con el mismo durante 1 minuto. Esta operacién se realizé en un cuarto oscuro.

Para revelar se colocé la membrana dentro de un protector plastico en un casette de revelado
(Amersham Hypercassette) junto con una placa fotografica (Kodak), y se variaron los tiempos
de exposicidn para obtener una buena relacion sefial/background. Por dltimo se revel la placa
utilizando una maquina de revelado automatico (Amersham Hyperprocessor).

En la siguiente figura (Figura 22) se esquematizan los pasos de un western blot ECL:
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Separate pratein sample by electrophoresis
Transfer to membrane
Block non-specific sites

Incubate in primary antibody

Incubate in HRP- Incubate in biotinylated
labelled conjugate second antibody
ECL detection Incubate in pre-formed
reagents HRP-Streptavidin complex
Expose to film ECL detection reagents

Expose ta film

Figura 22 - Esquema de los pasos a seguir en un ensayo Western Blot ECL. (Extraido de Amersham ECL Western
blotting detection reagents and analysis system).

3.12 - Dot Blot

El Dot Blot es un ensayo rdpido y simple que puede ser utilizado para la deteccién, analisis e
identificacion de proteinas asi como también para determinar la eficacia de los anticuerpos
utilizados y del sistema de deteccidén. Es similar al western blot pero difiere en que las
muestras proteicas no son separadas electroforéticamente sino que son “manchadas” en
templados circulares directamente en la membrana o en el papel sustrato.

Esta técnica es utilizada dado que ofrece importantes ahorros en tiempo. Sin embargo, no
ofrece informacién sobre el tamano de la biomolécula blanco. Ademas, si dos moléculas de
diferentes tamafios son detectadas, se seguird viendo como un solo punto. Por lo tanto el dot
blot sélo puede confirmar la presencia o ausencia de una biomolécula o biomoléculas que
pueden ser detectadas por las sondas de ADN o, en este caso, por el anticuerpo especifico.

Este método también es utilizado para estimar semi-cuantitativamente la concentracién de
proteinas en un preparado crudo si se tiene la proteina purificada y un anticuerpo especifico
para la misma. En este caso en particular el método se utilizé para determinar la concentracion
inicial adecuada del anticuerpo primario para la deteccidon de la proteina de interés en el
western blot. Se utilizaron los mismos anticuerpos (primario y secundario) que en el western
blot.

El procedimiento utilizado, tomado de Abcam, fue el siguiente:

En la membrana de PVDF (Hybond™-P) se dibujaron 3 circulos con lapiz para indicar la region
en la que se sembrarian las muestras. Se colocd a la misma en metanol 100% durante un
minuto, a fin de activarla, se lavd con agua destilada y se dejé secar. Se sembraron 2ul de las
muestras deseadas en la membrana, en el centro de los circulos previamente marcados. Las
muestras se aplicaron lentamente, cuidando de minimizar el area de penetracién de la
solucion.
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Para poder comprobar la efectividad de dos diluciones del anticuerpo primario, en este caso se
sembré dos veces una muestra del pico de elucidon de la cromatografia de afinidad que se
analizé por MALDI-TOF, ya que se sabe que esta muestra contenia proBDNF. Como control
negativo se utilizo otra proteina, PHRN DL4 (0.31mg/mL).

Luego se dejé secar la membrana. Se bloquearon los sitios no especificos embebiendo la
membrana en una solucién de TBS-Tween con 3% de BSA durante 1 hora, a temperatura
ambiente. La incubacidn se lleva a cabo en una placa de Petri.

Posteriormente se incubd con diluciones 1/200 (5pg/mL) y 1/500 (2u/mL) del anticuerpo
primario anti-BDNF policlonal de conejo (ab6201, de Abcam) disuelto en la solucidon de
BSA/TBS-Tween (0.1% BSA en TBS-Tween) por 30 minutos a temperatura ambiente.

Se hicieron tres lavados de 5 minutos con TBS-Tween y se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente con una dilucién 1/3000 del anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado con HRP (ab6721, de Abcam, Cambridge, UK).

Se realizaron tres lavados de 15 minutos con TBS-Tween y luego un ultimo lavado de 5 minutos
con TBS.

Se incubd con el sustrato quimioluminiscente (ECL, Viva Science) mencionado en la técnica
western blot, por un minuto. Se retird el exceso de solucién de la superficie y se expuso al film
de rayos X en el cuarto oscuro. Se probd con diferentes tiempos de exposiciéon hasta que se
encontré la impresién mas adecuada.

3.13 - Cuantificacion de proteinas

La concentracién final de la proteina de interés se determind mediante el método del acido
bicinconinico (BCA). Este es un método espectrofotométrico indirecto, inicialmente descripto
por Smith y colaboradores en 1985, que desde entonces se ha convertido en el método mas
popular para deteccién colorimétrica y cuantificacién de proteinas totales [211]. Una de sus
ventajas, es que, a diferencia de otros métodos disponibles en esa época (Ensayos de Bradford
y Lowry), el ensayo proteico BCA es compatible con muestras que contienen hasta 5% de
detergentes.

Este ensayo proteico combina la reaccién de Biuret, inducida por proteinas, con la deteccidn
colorimétrica del catién cuproso resultante (Cu®) por el BCA.

La reaccidn de Biuret (Figura 23) se basa en la formaciéon de un complejo quelado coloreado
entre compuestos que contienen tres o mas aminoacidos con iones cupricos (Cu®*), en un
ambiente alcalino que contiene tartrato de potasio de sodio. Se conoce con el nombre de
reaccion de Biuret porque el complejo formado entre las proteinas y el cobre es quimicamente
similar a un complejo tetradentado, de color azul claro, que se forma con el compuesto
organico Biuret (NH,-CO-NH-CO-NH,) y el ion cuprico. De esta forma la similitud entre la
estructura del compuesto Biuret y los polipéptidos es lo que permite que éstos Ultimos formen
un complejo coordinado coloreado con el ion cuprico, al igual que ocurre con el compuesto
original y el ion mencionado. El complejo de color azul-violdceo absorbe luz a una longitud de
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onda de 540nm y tiene una intensidad de color que es proporcional a la cantidad de enlaces
peptidicos que participan en la reaccion, por lo que se utiliza como base para la determinacién
cuantitativa de la concentracién proteica.

NHz HaN
0 =0
NH NH
0_< >_0 Copper
NH; .. - HgN OH reduced
Cu® e and
NHy -7 "« HN electron
ﬂ=< >'=l-'l released
NH NH
0 =0
NH; H,N

Biuret Reaction

Figura 23 - Reaccion de Biuret. (Extraido de Protein Assay Handbook).

Luego de la reaccion de Biuret ocurre la quelacion del BCA con el ion cuproso (Figura 24), la
cual resulta en un color purpura intenso. El producto purpura que resulta de la reaccién se
forma a partir de la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso. El complejo
BCA/cobre es soluble en agua y presenta una absorbancia lineal muy fuerte a 562nm, con
incremento de la concentracidon proteica. El color purpura puede ser medido a cualquier
longitud de onda entre 550nm y 570nm con minima pérdida de sefial. El agente BCA es
aproximadamente 100 veces mas sensible que el agente Biuret [212, 213].

cu1l-

Bicinchoninic Acid BCA-Copper
(BCA) sodium salt Reaction

Figura 24 - Reaccion de BCA con ion cuproso. Las dos moléculas de BCA se unen a cada molécula de
cobre que fue reducida por una reaccion de Biuret mediada por péptidos. (Extraido de Protein Assay
Handbook).

La reaccién que lleva a la formacion de color por BCA, como resultado de la reduccién de Cu®,
es particularmente influenciada por la presencia de tres aminodcidos en las proteinas:
Cisteina/cistina, tirosina y triptéfano. Aparentemente estos aminodcidos estimulan Ia
reduccién del cobre independientemente de la reaccidn de Biuret, causando asi la formacion
de un quelado BCA-Cu® coloreado. En otras palabras, la cadena del péptido (y asi la cantidad de
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proteina total) es el principal contribuidor a la reduccidn del cobre en la reaccion de Biuret y
desarrollo de color en el ensayo con BCA.

La tasa de formacidon de color del BCA es dependiente de la temperatura de incubacion.
Consecuentemente, la clave para obtener resultados precisos con el método de BCA es
ensayar estandares de muestras desconocidas simultdneamente para que ambos reciban
idéntico tiempo de incubacidn y temperatura. Asumiendo que el ensayo se lleva a cabo de esta
forma, las caracteristicas del mismo le permiten a uno agilizar el desarrollo o esperar mas
tiempo por el desarrollo de color deseado [212, 213].

Una de las ventajas que posee este método de cuantificacion de proteinas, en comparacion a
otros (como el de Lowry), es que presenta escasas interferencias con compuestos presentes en
el buffer o que se encuentren en las muestras como son un rango de detergentes y agentes
desnaturalizantes como urea y cloruro de guanidinio [202].

Para proceder con este método se prepard una mezcla de soluciones de acido bicinconinico y
sulfato cuprico (50:1). Se utilizaron una serie de diluciones de seroalbumina bovina (BSA) de
concentracién conocida (31,25ug/mL, 125ug/mL, 250ug/mL, 500pg/mL, 1000ug/mL vy
2000ug/mL) para realizar una curva de calibracidén que permitié estimar la concentracion de las
muestras problema. Todo se realizd por duplicado y se normalizé respecto al blanco (buffer
utilizado para obtener los extractos). Se sembraron 10ulL de todas las muestras a cuantificar en
una placa de 96 pocillos, se agregaron 200uL del reactivo a cada muestra, luego se incubd 30
minutos a 372C y se midid la absorbancia en un espectrofotdmetro que permite leer placas, a
una longitud de onda de 570nm.
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4- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 - Disefio del plasmido

Para disefiar el pldsmido se buscé en bases de datos informaticas (GenBank) la secuencia del
gen que codifica para el proBDNF humano; la escogida fue la correspondiente al cddigo
NM_001143805.1 (NCBI reference sequence) del GenBank, y se encuentra en la forma de
cDNA, siendo la siguiente:

ATGACCATCCTTTTCCTTACTATGGTTATTTCATACTTTGGTTGCATGAAGGCTGCCCCCATGAAAGAAG
CAAACATCCGAGGACAAGGTGGCTTGGCCTACCCAGGTGTGCGGACCCATGGGACTCTGGAGAGCGT
GAATGGGCCCAAGGCAGGTTCAAGAGGCTTGACATCATTGGCTGACACTTTCGAACACGTGATAGAAG
AGCTGTTGGATGAGGACCAGAAAGTTCGGCCCAATGAAGAAAACAATAAGGACGCAGACTTGTACAC
GTCCAGGGTGATGCTCAGTAGTCAAGTGCCTTTGGAGCCTCCTCTTCTCTTTCTGCTGGAGGAATACAA
AAATTACCTAGATGCTGCAAACATGTCCATGAGGGTCCGGCGCCACTCTGACCCTGCCCGCCGAGGGE
AGCTGAGCGTGTGTGACAGTATTAGTGAGTGGGTAACGGCGGCAGACAAAAAGACTGCAGTGGACAT
GTCGGGCGGGACGGTCACAGTCCTTGAAAAGGTCCCTGTATCAAAAGGCCAACTGAAGCAATACTTCT
ACGAGACCAAGTGCAATCCCATGGGTTACACAAAAGAAGGCTGCAGGGGCATAGACAAAAGGCATTG
GAACTCCCAGTGCCGAACTACCCAGTCGTACGTGCGGGCCCTTACCATGGATAGCAAAAAGAGAATTG
GCTGGCGATTCATAAGGATAGACACTTCTTGTGTATGTACATTGACCATTAAAAGGGGAAGATAG

Dicha secuencia fue enviada a la empresa GenScript para que la insertara en el vector
correspondiente. En este caso, el que se decidié utilizar fue el vector plasmidico pET-22b(+),
de la empresa Novagen.

Una de las razones por las que se escogié este vector es debido a que su secuencia codifica
para un His Tag (cola de histidina), el cual puede ser de gran utilidad para la purificacién de la
neurotrofina de interés. Esta cola de histidinas se expresara en el extremo C-terminal del
proBDNF, lo cual permitird que este sea purificado mediante cromatografia de afinidad, y
luego clivado cuando se desee; pero para que esto ultimo ocurra, y la proteina pueda
separarse facilmente del His Tag, es necesario que entre el inserto y la secuencia de la cola de
histidinas haya algun sitio para el clivaje con proteasas, como puede ser el sitio de corte para la
enzima TEV. Esta es una proteasa de cisteina sitio especifica que se encuentra en el Tobacco
Etch Virus (TEV) y que se emplea principalmente para la remocion de péptidos fusionados a las
proteinas que se expresan de forma recombinante (o “tags” de afinidad) de proteinas
purificadas, gracias a que presenta una elevada especificidad y alta tasa de actividad. Dado que
el vector pET-22b(+) no contiene en su secuencia un sitio TEV fue necesario afiadir uno. Como
el sitio mencionado es uno de reconocimiento especifico para dicha enzima, sélo admite
ciertas secuencias caracteristicas. En este caso, se utilizd la siguiente secuencia de
reconocimiento de TEV: Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Ser (ENLYFQS). Este es el sitio de
reconocimiento éptimo para esta enzima y el clivaje ocurre entre los residuos Gln y Ser [214].

Teniendo esto en cuenta, el lugar donde se decidid colocar el inserto fue entre los sitios de
corte para las enzimas de restriccion Ndel (CATATG, posicién 288) y Sall (GTCGAC, posicion
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179). Inmediatamente luego del sitio de Sall se colocé la secuencia de corte para TEV (Glu-Asn-
Leu-Tyr-Phe-GIn-Ser) y luego el His Tag (de posicion 140 a 157). La figura 25 muestra el mapa
de restriccion del vector plasmidico pET-22b(+), con los sitios entre los que se ubicé al inserto
que codifica para la proteina de interés marcados en rojo.
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Figura 25 - Mapa del vector plasmidico pET-22b. Marcado en rojo se encuentra delimitado el sitio donde se insertd
el gen que codifica para el proBDNF. (Extraido de Novagen).

4.2 - Optimizacion de codones

Ademas de ubicar el inserto en el sitio de interés y agregarle un sitio TEV al mismo, de forma
gue la proteina se exprese con una cola de histidina y una secuencia de reconocimiento de
proteasas en el extremo C-terminal, se realizd la optimizacion de codones para facilitar la
expresién en E. Coli.

Se empled un algoritmo llamado OptimumGene™ el cual considera la mayor cantidad posible
de factores que regulan e influyen en los niveles de expresidn génica y, en base a esto, logra
producir el Unico gen capaz de alcanzar el maximo nivel de expresidn posible. En este caso, el
gen nativo utiliza codones raros en tandem que pueden reducir la eficiencia de la traduccién o
hasta comprometer la maquinaria traduccional; por lo que GenScript, con el uso del algoritmo
mencionado, logré aumentar el uso de codones sesgados (del inglés Codon Usage Bias) en E.
Coli mediante la mejora de ciertos parametros, como el CAl. Esta medida es conocida como
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“Indice de adaptacién de codones” (CAl, del inglés Codon Adaptation Index) y se define como
la media geométrica de los valores de adaptabilidad relativa de codones individuales. La
adaptabilidad relativa de un coddn es la relacién entre la frecuencia observada de ese codén y
la frecuencia del codon mas abundante para el mismo aminoacido. El codén mas abundante se
calcula para un set, tomado como referencia, de genes altamente expresados, como pueden
ser los genes que codifican para las proteinas ribosomales, por ejemplo [215]. El CAl se calcula
aplicando la siguiente formula:

CAl=exp | 1/EY " log (wi(l)
=1

Para cada aminoacido, la adaptabilidad relativa (importancia) de cada uno de sus codones, en
CAl, es computado como la relacidn entre la frecuencia observada del coddn f; y la frecuencia
del coddn sinénimo f; para ese aminodcido [216].

i

w; = T i, j € [svnonymous codons for amino acid|

El valor del CAl varia entre 0 y 1. Un CAl de 1,0 se considera un valor perfecto en el organismo
de expresion deseado (E. Coli en este caso), mientras que un CAl mayor que 0,8 se considera
bueno, en cuanto a niveles de expresion génica elevados. Para este caso en particular, la
empresa GenScript logréo mejorar el valor del CAl, obteniendo uno de 0,89. Esto se ve ilustrado
en la figura 26, donde se muestra graficamente la mejora del CAl luego de la optimizacion con
el algoritmo OptimumGene™:

T

After OptimumGene™ Optimization
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Relative Position of codons

CAI: 0.89

Figura 26 - Distribucion de la frecuencia de uso de codones a lo largo de la secuencia génica de interés. (Resultado
aportado por GenScript).

En la siguiente figura también se pueden observar los resultados de la optimizacion, en funciéon
de la frecuencia de codones éptimos utilizados.
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After OptimumGene™ Optimization
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Figura 27 - Grafica que muestra el porcentaje de distribuciéon de los codones en grupos de codones de calidad
computada. (Resultado aportado por GenScript).

El grafico observado evidencia la funcién del algoritmo al haber una elevada frecuencia en el
uso de codones 6ptimos para E. Coli (se usan en un 71% de los codones mds abundantes para
el organismo de expresion).

El mismo algoritmo, con el fin de mejorar la expresién en E. Coli, también se utilizé para ajustar
el contenido de GC (guanina-citosina) del gen de interés y para optimizar los picos
desfavorables, con el fin de prolongar la vida media de los ARNm. Esto es de suma
importancia, ya que el contenido de GC determina la estabilidad del ADN de interés (y
posterior ARN) al ser estas las bases nitrogenadas que contienen 3 enlaces de hidrégeno entre
ellas (el par AT esta unido por dos enlaces de hidrégeno).

En la figura 28 se esquematiza el ajuste del contenido de GC para el gen de interés, luego de la

optimizacidon. El rango ideal para el porcentaje de contenido de GC se encuentra entre 30 y
70%.

After OptimumGene™ Optimization
i = = = = m = = e s s s e e e emmd s esomeooooioaos

8] 1o 200 200 egnln} jalnn} =] 0
Relative Foszition of codons

Average GC content: 52.18

Figura 28 - Grafica de porcentaje de contenido en GC en funcidén de la posicion relativa de codones, luego de la
optimizacion. (Resultado aportado por GenScript).

65



En este caso los picos desfavorables fueron removidos. El contenido GC promedio final, luego
de la aplicacién del algoritmo OptimumGene™, fue de 52,18%, lo cual se encuentra dentro del
rango ideal.

Ademas, para facilitar la traduccidn, se destruyeron las estructuras en forma de horquillas
(estructuras “Stem-Loop”) que impactan la unién ribosomal y estabilidad del ARNm; a su vez
se analizaron y modificaron los sitios cis- negativos.

Finalmente, la secuencia obtenida luego de la optimizacién, con una longitud de 771pb y un
contenido en GC de 52,18%, fue la siguiente:

ATGACGATCCTGTTCCTGACGATGGTGATTAGCTATTTTGGTTGCATGARAGCAGCCCCGATGARAGAAGCCAAC
ATTCGCGGCCAGGGTGGTCTGGCATATCCGGGTGTCCGTACCCATGGTACGCTGGAAAGCGTGAACGGTCCGARAR
GCAGGTTCACGTGGTCTGACCTCGCTGGCAGATACGTTTGAACACGTTATTGAAGAACTGCTGGATGAAGACCAG
ALRAGTCCGTCCGAATGAAGAARACAATAAAGATGCCGACCTGTACACCTCTCGCGTTATGCTGAGCTCTCAAGTC
CCGCTGGAACCGCCGCTGCTGTTCCTGCTGGAAGAATATAAARACTACCTGGATGCGGCCAATATGAGCATGCGT
GTGCGTCGCCATTCTGATCCGGCACGTCGCGGTGAACTGTCAGTGTGCGACAGTATCTCCGAATGGGTTACCGCA
GCTGATAAGAAAACCGCTGTTGACATGTCAGGCGGTACCGTGACGGTTCTGGARAANMAGTCCCGGTGTCGAAAGGC
CAGCTGAAACAATACTTCTACGAAACCAAATGCAACCCGATGGGTTATACGARARAGAAGGCTGTCGTGGTATTGAT
AAACGCCACTGGAATAGTCAGTGTCGTACCACGCAATCCTACGTGCGCGCGCTGACCATGGATTCCAAAANACGC
ATCGGCTGGCGTTTCATTCGCATCGACACCTCCTGTGTGTGTACCCTGACCATCAAACGCGGTCGTGARAACCTG
TATTTCCAGAGC

En color celeste se encuentran sefialadas las secuencias que flanquean el inserto,
correspondientes a los sitios de corte de las enzimas de restriccién Ndel (CAT) y Sall (GTCGAC).

La secuencia proteica que corresponde a la traduccién de la secuencia optimizada fue la
siguiente:

MTILFLTMVISYFGCMEAAPMEKEANTRGOGCGLAYPGVETHCGTLESVNGPEKAGSREGLTSLA
DTFEREVIEELLDEDQEVEPNEENNKDADLYTSEVMLSSQVPLEPPLLFLLEEYENYLDAR
NMSMEVRRHSDPARRGELSVCDSISEWVTAADEKTAVDMSGGTVIVLEEKVPVSEGQLEQY
FYETKECNPMGY TKEGCRGIDERHWNSQCRTTQSYVREALTMDSEERIGWRFIRIDTSCVCT

Esta secuencia corresponde a la proteina de interés (proBDNF) con el sitio de reconocimiento
para TEV (marcado en rojo) en uno de los extremos.

Se verificd la correspondencia de la secuencia proteica optimizada con la del proBDNF
sometiendo a la primera a una comparacién con las secuencias proteicas presentes en bases

de datos informaticas (GenBank), realizando una busqueda BLAST (del inglés Basic Local

Alignment Search Tool) proteica o BLASTP. Como era de esperarse, se obtuvo un 97% de
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concordancia con el BDNF humano, por lo que se pudo proceder con la expresion de dicha
proteina.

4.3 - Secuenciacion del plasmido

Una vez obtenido el plasmido con el inserto de interés, optimizado para la expresién en E. Coli,
fue necesario verificar la presencia del gen que codifica para proBDNF en dicho vector. Para
esto se debid obtener la secuencia del mismo para compararla, utilizando herramientas
informaticas, con las secuencias obtenidas a partir del andlisis realizado por la empresa
GenScript.

Para dicho fin hubo que transformar bacterias competentes con el plasmido de interés. En este
caso se transformaron bacterias E.Coli quimiocompetentes, de la cepa BL21, utilizando la
técnica de shock térmico tal como fue descripta en la seccién Materiales y Métodos. Dado que
el plasmido utilizado, pET-22b(+), contiene un gen que le confiere resistencia al antibiético
Ampicilina fue esta la cualidad que se utilizé como marcador de seleccién. De esta forma,
permitié diferenciar a aquellas bacterias que incorporaron el plasmido de las que no debido a
que las ultimas, al no tener la resistencia al antibiético mencionado, fueron incapaces de
sobrevivir y formar colonias en el medio en el que fueron plaqueadas (LB-Ampi-Agar).

Una vez obtenidas las colonias de E.Coli BL21 que incorporaron el pldasmido con el inserto de
interés se sometid a las mismas a una minipreparacion alcalina para poder extraer el ADN
plasmidico y purificarlo, para su andlisis posterior. En este caso se “picaron” algunas de las
colonias de clones transformantes y se sometieron al tratamiento estipulado en el kit de
Axygen AxyPrep Plasmid Miniprep Spin Protocol para la extraccién y purificacién del ADN
plasmidico de las bacterias. Una vez finalizado dicho proceso, se determiné la pureza del
plasmido midiendo la concentracion del mismo con el Nanodrop™ (Thermo Scientific
spectrophotometer).

Para poder visualizar el ADN plasmidico puro obtenido se realizé una electroforesis en gel de
agarosa con el resultado de la minipreparacion. Una vez finalizada la electroforesis se escaneé
el gel obtenido (Scaner SnapScan 1236, AGFA, Figura 29).
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Figura 29 - Andlisis de las muestras obtenidas de la minipreparacion de Axygen. A la izquieda, gel de agarosa en
bromuro de etidio revelado bajo luz UV con el respectivo marcador de peso molecular (MPM GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder, Thermo Scientific). A la derecha, referencia del marcador de peso molecular utilizado con los valores de
pesos moleculares expresados en pares de bases (bp). La flecha indica el peso molecular esperado para el plasmido
que contiene el inserto de interés.

En la figura 29 se observa en el primer carril el marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb
DNA (Thermo Scientific). En los tres carriles siguientes, donde fueron sembradas muestras de
lo obtenido a partir del kit miniprep de Axygen, se observa una Unica banda en cada pocillo, las
tres correspondientes a un peso molecular aproximado de 6000pb. Dado que el vector, sin el
inserto, tiene 5493pb vy el inserto optimizado contiene 771pb, sumadas estas cantidades se
llega a un total de 6264pb totales (para el vector plasmidico que contiene el inserto de
interés). Este valor es muy cercano a la banda del marcador de peso molecular que
corresponde a 6000pb (sefalada con una flecha), por lo que se asume que las bandas
observadas (a la misma altura en los carriles 2, 3 y 4; y también muy cerca de la banda del
marcador de 6000pb) corresponden al plasmido pET-22b(+) conteniendo el gen de interés. Al
no observarse otras bandas en ninguno de los carriles sembrados con el resultado de la
minipreparacién se asume que el ADN mencionado fue purificado correctamente, por lo que
se pudo analizar mediante secuenciacion.
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La secuenciacion del ADN plasmidico purificado fue llevada a cabo por el servicio de
Secuenciacién del Institut Pasteur de Montevideo utilizando los oligonucleétidos para T7. Para
esto se suplementd a la misma con 3uL del ADN obtenido, con una concentracion de
138,8ng/uL (segun el Nanodrop™).

Los cromatogramas obtenidos a partir de la secuenciacién fueron analizados utilizando los
programas Chromas Lite y BioEdit Sequence Alignment Editor (Figura 30).

270 230 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330 400 410 120 130 140 450
SBAGAUCTECTGE ATGAAGACCAG Ak AGTCOG IOGAL TG, TAAAGAT GCOGACCIGTAZAOC TC TORO] TATEC TG AGC T T AAGTOTOGC TG0 A A 00E00GC TEC TG T T GUTGE 24GAATAT Ad bl HoTACCTGGATGOGECAATAT GAGAT GG TG TEUGTCECCATTC T GAT!

W b b

Figura 30 - Analisis informatico de las secuencias obtenidas. Cromatograma obtenido a partir del andlisis de una de

las secuencias obtenidas, correspondiente al gen de proBDNF. Se utilizé el programa Chromas Lite.

Se alined la secuencia obtenida con la optimizada por la empresa GenScript, utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Se obtuvo un alineamiento practicamente
perfecto y se comprobd que no existian mutaciones apreciables que pudieran afectar la
expresion de la proteina.

Ademas se las analizé con el programa Chromas Lite para determinar la presencia de la
secuencia correspondiente a la cola de histidinas en el extremo C-terminal; y luego se realizé
una busqueda BLAST de nucleétidos, para verificar que dicha secuencia era, de hecho, la que
codificaba para la proteina de interés. Ambos hechos fueron verificados mediante el andlisis
realizado, lo cual permitid continuar con la expresién del proBDNF a partir del plasmido
obtenido.

4.4 - Produccion de proBDNF recombinante

La expresidn de proBDNF se llevd a cabo en bacterias E. Coli quimiocompetentes de la cepa
BL21, y luego se realizd un fraccionamiento, para obtener las fracciones solubles y no solubles.
Posteriormente se analizaron dichas fracciones por electroforesis SDS PAGE para determinar
en cual de ellas se encontraba la proteina de interés.

A partir del escaneado del gel de SDS PAGE resultante se obtuvo la siguiente figura:
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Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
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Figura 31 - Analisis de las fracciones soluble e insoluble. Fotografia del gel de electroforesis SDS PAGE para el
analisis de las fracciones sin inducir, total, soluble e insoluble, respectivamente; y el respectivo marcador de peso
molecular (Prestain ladder plus #SM 1811, Fermentas) con la referencia de pesos moleculares expresados en kDa
(derecha). La flecha indica el Peso Molecular esperado para el proBDNF.

En la figura 31 se observa que en los carriles correspondientes a la fraccion sin inducir y a la
fraccion soluble no se logran apreciar bandas muy prominentes; mientras que para los carriles
correspondientes a la fraccién inducida y a la fraccidn insoluble si. En estos casos se observa
una banda de una intensidad significativamente mayor a las demas, que se encuentra a una
altura correspondiente a un peso molecular de aproximadamente 27kDa (segin comparacion
con marcador de peso molecular), en ambos casos. Dado que el peso de la proteina proBDNF
es de aproximadamente 32kDa [13, 139] se verificd, mediante el analisis de este gel, que dicha
proteina no se expresa en forma soluble (al no observarse en esa fraccion dicha banda ni
ninguna de peso molecular aproximado) sino que, al igual que el proNGF, se expresa de forma
insoluble, como cuerpos de inclusidn. Las demds bandas observadas corresponden a otras
proteinas que se encuentran en menor cantidad, como pueden ser algunas proteinas de E.
Coli.

Estos resultados concordaron con lo esperado, por lo que se pudo proseguir de la misma
forma que para el proNGF, utilizando el protocolo previamente puesto a punto para dicha
proneurotrofina.
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4.5 - Purificacion y plegado del proBDNF

Una vez aplicado el protocolo mencionado, habiendo seguido los pasos de desnaturalizacion y
renaturalizacién necesarios para la obtencidn de la estructura nativa del proBDNF a partir de
los cuerpos de inclusién, se procedid a la purificacion de la proneurotrofina de interés
mediante cromatografia de afinidad de metales quelantes (IMAC). Para esto se utilizé una
columna formada por una matriz con ligandos quelantes inmovilizados y cargados con iones
metalicos de transicion (Niquel, en este caso) los cuales mantienen centros de union libres
siendo capaces de unirse de manera no covalente a ciertos aminoacidos como histidina. Dado
gue la proteina de interés contiene una cola de histidinas (His Tag) en su extremo C-terminal
esta va a permanecer unida a la columna, facilitando de esta forma su purificacion. La elucidn
del proBDNF se realiz6 mediante la adicion de Imidazol a la columna; este compuesto tiene el
grupo funcional de la histidina, por lo que competird con dicho residuo por los puntos de unién
metalicos de la matriz, permitiendo asi la liberacién de la proteina unida. Una vez finalizada la
purificacién de proBDNF se realizé una didlisis con la muestra de interés para poder retirar los
trazos de imidazol.

Se realizaron dos producciones de proBDNF utilizando el mismo protocolo; en la figura 32 se
muestran los cromatogramas obtenidos a partir de cada purificacién.

b
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Figura 32 - Analisis de la obtencion de proBDNF puro por IMAC. Cromatogramas de la elucién de proBDNF
realizada con el sistema cromatografico AKTApurifier, utilizando el software UNICORN™ y una columna HisTrap FF,
de 1mL. Las flechas sefialan los picos de elucién del proBDNF. Parte A — Cromatograma de elucion de la primera
produccién de proBDNF. Parte B — Cromatograma de eluciéon de la segunda produccién de proBDNF.

Las partes A y B de esta figura corresponden a los cromatogramas de elucién de la primera y
segunda produccién de proBDNF, respectivamente. En ambos casos el grafico azul
corresponde a la absorbancia medida a 280nm en funcién del volumen de eluciéon. Dado que
las proteinas en solucion absorben luz ultravioleta, presentando un pico de absorbancia a
longitudes de onda de entre 280nm y 200nm, se asume que la absorbancia medida en este
caso seria debida, principalmente, a la presencia de proteinas en la muestra. En general los
enlaces peptidicos son los responsables del pico de absorbancia a una longitud de onda de
200nm mientras que los aminodacidos con anillos aromaticos (triptéfano, tirosina y fenilalanina)
y los puentes disulfuro son las estructuras cuyo maximo de absorciéon se encuentra a una
longitud de onda de 280nm, en el espectro UV. Es asi que, debido a la presencia de residuos
aromaticos y de gran cantidad de puentes disulfuro presentes en la estructura del proBDNF, se
espera observar un pico importante, a 280nm, que corresponda a la elucion de dicha proteina
purificada.

El gréfico verde corresponde al gradiente de concentracidon del imidazol en funcién del
volumen de elucién. En este caso el gradiente de imidazol variaba de una concentracién de
20mM (100% buffer de unién) hasta una de 500mM (100% buffer de elucién). Debido a la
naturaleza de un gradiente, se observa un aumento gradual en la pendiente del mismo hasta
que se alcanza la mdaxima concentracion de imidazol posible (500mM y 100% de buffer de
elucion), lograndose alli la elucién completa de las proteinas retenidas en la columna. Las
marcas rojas ubicadas en la parte inferior de cada cromatograma corresponden a los nimeros
de las fracciones recogidas, teniendo cada una un volumen de 0,5mL. Estas fueron colectadas
una vez que comenzo el gradiente de concentracidn de imidazol, por lo que aquellos picos
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medidos a 280nm que se encuentren antes de dicho punto corresponden a aquellas proteinas
o solutos no retenidos en la columna y son, por esto, los que eluyen con mayor facilidad, antes
del agregado del buffer de elucién.

En ambos casos, los picos que se observan a 280nm, sefalados por las flechas, corresponden a
los picos de elucién de las proteinas mayoritarias (principalmente proBDNF); para la primera
produccion el pico se extendié desde la fraccion 1A6 hasta la 1B2 inclusive, mientras que, para
la segunda produccién, la elucion de proBDNF comprendié desde la fraccién 1A7 a la 1B3
inclusive. Al comparar los graficos azules con los verdes se observa que la proneurotrofina va
desprendiéndose de la matriz de niquel de la columna debido a la competencia del imidazol, la
cual es mayor al aumentar el gradiente (aumento en la pendiente del grafico verde). Antes de
llegar a la maxima concentracién del gradiente de imidazol ya eluyé todo el proBDNF por lo
gue se observa un descenso en los picos de interés en ambos cromatogramas. Para la primera
produccién de proBDNF (parte A), se observa que la proteina eluyd al 27,9% de buffer de
elucion, lo que corresponde a una concentracion de 139,5mM de imidazol; mientras que, para
la segunda produccion (parte B) el proBDNF eluyd al 22% de buffer de elucion,
correspondiendo a una concentracidon de 110mM de imidazol. El otro pico medido a 280nm,
gue se observa en ambos cromatogramas una vez que se alcanzé la maxima concentracién de
imidazol, corresponde a la absorbancia a esta longitud de onda de los anillos aromaticos que
presenta dicho compuesto. Esta medida puede interferir con la elucién de la proteina de
interés.

Una vez finalizada la elucién se analizaron las fracciones colectadas correspondientes a los
picos de elucidon de la proteina de interés. Se determind la concentracién proteica para lo
recolectado de cada produccién utilizando el Nanodrop™. Los valores obtenidos fueron
0,40mg/mLy 0,25mg/mL para la primera y segunda produccién de proBDNF, respectivamente.

4.6 - Control de calidad por SDS PAGE y espectrometria de masas

Para verificar la presencia de proBDNF en las fracciones recolectadas, obtenidas por IMAC, se
realizd una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; Figura 33, Parte
A) y se procedid a analizar las bandas de interés (de peso molecular cercano al del proBDNF)
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF (Figura 33, Parte B).
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Figura 33 - Analisis por SDS-PAGE y espectrometria de masas de las fracciones obtenidas a partir de la primera
produccion de proBDNF. Parte A- Fotografia del gel de electroforesis SDS PAGE para el analisis de las fracciones A1,
A2, A3, A4, A5, pico de elucion de proBDNF, B1, B2 y B3, obtenidas por IMAC; con su respectivo marcador de peso
molecular (Prestain ladder plus #SM 1811, Fermentas) con la referencia de pesos moleculares expresados en kDa
(derecha). Las 3 bandas sefialadas por las flechas son las que se decidieron analizar por espectrometria de masas.
Parte B- Espectro de masa (MALDI-TOF) obtenido en modo reflector positivo, correspondiente a la banda
identificada como proBDNF.

En la parte A de la figura se observa un gel de electroforesis SDS PAGE en el que se analizaron
las muestras de las fracciones anteriores y posteriores a la elucion de proBDNF, y de la
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correspondiente al pico de elucién de dicha proteina, en la primera produccién. En este caso
solo se observaron bandas apreciables en el carril correspondiente a las fracciones del pico de
elucion. A partir de esto se confirmd la presencia de la proteina purificada en dicha fraccion.
Dado que se observaron claramente tres bandas correspondientes a diferentes pesos
moleculares se decidid escindirlas para analizarlas mediante espectrometria de masas (MALDI-
TOF) y determinar, de esta forma, cual seria la correspondiente la proteina de interés. Las
bandas a analizar correspondian a pesos moleculares de 100kDa, 28kDa y 17kDa, segun
comparacion con el marcador de peso molecular utilizado.

Dicho analisis confirmd la obtencién de proBDNF humano, “brain-derived neurotrophic factor
isoform a preproprotein” de Homo sapiens, por lo cual los resultados obtenidos fueron
favorables. En la parte B de la figura 33 se observa el espectro de masas para la banda que
corresponde al proBDNF. En este caso fue de la de 28kDa, tal como era de esperarse al ser este
el peso molecular mas cercano al de la proneurotrofina (32kDa) [13, 139]. Mediante el andlisis
por espectrometria de masas de las demas bandas, de 100 y 17kDa, se llegé a la conclusion de
que las mismas correspondian a la proteina “oxoglutarate dehydrogenase” de Escherichia coli
y a la proteina “rpIM gene product” de Escherichia coli, respectivamente. Todos estos
resultados fueron obtenidos a partir del andlisis de sus respectivos espectros de masas
utilizando la técnica MALDI-TOF/TOF, y el motor de busqueda Mascot. La identificacion de las
proteinas correspondientes a las tres bandas se considerd estadisticamente significativa.

4.7 - Control de calidad por SDS PAGE y “western blotting”

Una vez verificada la obtencién de proBDNF a partir del protocolo utilizado se procedid al
analisis electroforético de cada uno de sus pasos, con el fin de determinar la eficacia de la
purificacién. Ademds se verificd la obtencién de proBDNF en una segunda produccion
mediante la técnica western blot; y, posteriormente, se determind la concentracién de las
proteinas de interés (proBDNF de primera y segunda produccion) utilizando la técnica de BCA.

En la figura 34 se observan imagenes de lo obtenido a partir de los analisis mencionados.

Fraccion  Fraccion  Muestra Muestra Muestra  Fraccién Fraccion  Fraccion
A MEM No Inducida Inducida Acidificada Renaturalizada Concentrada PreAKTA Purificada Concentrada MPM KDa.

:; fore M

-
#

—
-
o

i - - 5
L=
e

i

R St

|
ol

|
o

75



B Fraccion  Fraccién Fraccién Fraccion Control  Control
No Inducida Inducida Purificada Concentrada Positiva Negativo

g
*
=

32 kDa

- A
c — Lt PR O DATALA

0.8 4 /

07 o
L //
< .
= 0,8 o
§ .t
= 0,44 // y = 3,56E-0dx + 0,03906
“«: 1 / R=0,988
2 0,34 p
a 7
£ L
g 924 Ve
< /,/

0,14 ’//

i /=

V.v-//

T T T T ¥ T T
0 500 1000 1500 2000

Concentracion BSA (ug/mL)

Figura 34 - Anilisis por SDS-PAGE, western blotting y cuantificacion proteica de la producciéon de proBDNF. Parte
A- Fotograia del gel de electroforesis SDS PAGE para el andlisis de muestras obtenidas a lo largo del protocolo de
produccién (fracciones no inducida, inducida, acidificada, renaturalizada, concentrada, preAKTA, purificada, y
concentrada final) y su respectivo marcador de peso molecular (Prestain ladder plus #SM 1811, Fermentas) con la
referencia de los pesos moleculares expresados en kDa (derecha). La flecha indica el peso molecular esperado para
el proBDNF. Parte B- Fotografia del analisis por western blot para verificar la presencia de proBDNF en la segunda
produccién. Las fracciones analizadas fueron la no inducida, inducida, purificada y concentrada. Como control
positivo se utilizd la muestra de proBDNF analizada por MALDI-TOF y como control negativo se decidié no incubar
dicho carril con el anticuerpo primario. La flecha sefiala las bandas correspondientes al proBDNF. Parte C- Curva de
calibracidon construida con concentraciones estandar de BSA de 31,25ug/mL, 125ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL,
1000pg/mL y 2000ug/mL para la cuantificacion de proteinas por BCA. Los valores de absorbancia se midieron a
570nm.

En la parte A de la figura se observa una fotografia del analisis por electroforesis SDS PAGE de
diferentes muestras recolectadas en distintas etapas del proceso de produccion de la proteina.
En los dos carriles siguientes a la posicion del marcador de peso molecular se sembraron las
fracciones no inducidas e inducida, respectivamente. En ambos casos se observan una serie de
bandas de pesos moleculares diferentes, correspondientes a una gran variedad de proteinas
presentes en E. Coli, el huésped utilizado. En el siguiente carril se observa el patrén de bandas
correspondiente a la muestra acidificada, a pH 4. En este caso se ve un corrimiento (“smear”),
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el cual se debe a la condicidn de la fraccién sembrada. De cualquier forma se puede apreciar
una banda mas nitida que las demads, correspondiente a un valor de peso molecular cercano a
27kDa, segun la comparacion con el marcador de peso molecular utilizado. Se cree que esta
banda corresponderia a la proteina de interés, contenida en los cuerpos de inclusidn, bajo una
forma insoluble. En el carril donde se sembrd la muestra renaturalizada se observa un patrén
de bandas muy tenue, donde se puede observar una banda débil, correspondiente a un peso
molecular de 27kDa, que probablemente sea proBDNF [13, 139]. Para el caso de la fraccion
concentrada no se observan bandas, probablemente debido a la baja concentracién de la
muestra sembrada o pérdida de la misma durante la electroforesis. En el caso de la fracciéon
previa a la purificacion (preAKTA), se observa un patrén de bandas tenues y definidas, todas
con intensidad similar. Finalmente, en los ultimos carriles, correspondientes a las fracciones
del pico de eluciéon de proBDNF y a la fraccidén de su posterior concentracion, se observa un
patron muy similar para ambos casos, donde la banda mas prominente es la que se encuentra
cercana a un valor de peso molecular de 27kDa, por lo que se asume que corresponde al
proBDNF. En el ultimo carril la banda mencionada presenta mayor intensidad debido a que, en
ese caso, la muestra sembrada esta concentrada con respecto a la anterior. Es asi que a partir
de este analisis electroforético se concluye que logré obtenerse una proteina de peso
molecular similar al del proBDNF, bastante pura, la cual puede apreciarse mediante este
analisis luego de su purificacién, pero dificilmente sea posible en etapas previas. El andlisis
realizado no permite identificar con certeza la proteina obtenida, razén por la cual se aplicaron
otras técnicas para dicho fin.

En la parte B de la figura 34 se observa una imagen obtenida a partir del analisis mediante
western blotting. Esta técnica, como se menciond anteriormente (Materiales y métodos,
seccion 3.11) es muy especifica ya que utiliza anticuerpos vy, en este caso, se uso para verificar
la obtencién de proBDNF a partir de la segunda produccion de dicha proteina, asumida a partir
del andlisis mediante SDS PAGE, ya que este ultimo sdlo permite determinar la presencia de
una proteina con un peso molecular similar, pero no la identificacién de la misma.

Previo al western blot se realizé un Dot Blot a fin de determinar qué concentracién de
anticuerpo primario seria la mas adecuada para esta técnica. Para este caso en particular, dado
gue no se observaron “dots” en concentraciones mas bajas de dicho anticuerpo, se decidié
utilizar una dilucién de 1/200 del anticuerpo anti-BDNF (Abcam). La proteina utilizada en este
caso fue una muestra de proBDNF previamente analizado por espectrometria de masas.

Para el western blot se utilizd como control positivo la muestra de proBDNF obtenido a partir
de la primera produccion, e identificado por espectrometria de masas. Como control negativo
de la técnica se decidié dejar un carril sin incubar con el anticuerpo primario, con el fin de
determinar la eficiencia de la técnica y de la deteccién y especificidad del anticuerpo
secundario.

En la parte B de la figura 34 se puede observar una banda muy definida sefialada con una
flecha, del mismo peso molecular (aproximadamente 32kDa) para todos los carriles
sembrados, excepto para el ultimo. Esto concuerda con lo esperado ya que dicho carril
corresponde al control negativo, por lo que la técnica se realizd sin fallas y el anticuerpo
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secundario es especifico en su deteccidon. Dado que la banda observada se encuentra a la
misma altura que aquella en el control positivo se logré verificar la presencia de proBDNF.
Como en los carriles correspondientes a aquellas fracciones purificadas (post IMAC) la banda
mencionada es la Unica que se observa se verificd, ademas, la obtencién de la proteina de
interés mas purificada que en las etapas previas. Las demas bandas observadas para los casos
de la fraccién inducida y del control positivo pudieron deberse a interacciones inespecificas
con otras proteinas del extracto celular o a la degradacion del proBDNF, respectivamente.

Una vez verificada la presencia del proBDNF a partir de cada una de las producciones del
mismo se procedid a cuantificarlo. Para esto se utilizd el método del BCA, descripto en la
seccion 3.13 de Materiales y Métodos. En la parte C de la figura 34 se observa la gréfica
correspondiente a la curva de calibracidon de BSA, utilizada para determinar la concentracion
de las proteinas de interés. Aplicando la formula de la grafica se obtuvo, para cada caso, la
concentracion final del proBDNF purificado y concentrado de cada produccion. Los valores
obtenidos fueron los siguientes: 0,89 mg/mL y 1,48 mg/mL para la proteina resultante de la
primera y la segunda produccion, respectivamente; los cuales son muy buenos ya que
corresponden a un buen rendimiento en dicha produccién segun la bibliografia [192].

En conclusidn, se ha logrado cumplir con los principales objetivos planteados al obtenerse un
buen rendimiento en la produccién de proBDNF humano recombinante con el protocolo
utilizado.
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5- CONCLUSIONES

A partir del trabajo realizado se lograron cumplir todos los objetivos, tanto el principal como
los especificos.

En primer lugar, se logré llevar a cabo, de forma satisfactoria, la construccidon del plasmido
pET-22b conteniendo el gen que codifica para la proteina proBDNF. Con esta construccion se
transformaron bacterias E. Coli de la cepa BL21. La modificacion genética de dichas bacterias
se analizé mediante minipreparacion con lisis alcalina y posterior secuenciacion.

A partir de dichas bacterias genéticamente modificadas se logré expresar, plegar y obtener la
proteina proBDNF humano recombinante, aplicando el protocolo previamente utilizado para la
produccion de una proteina homodloga (proNGF). La obtencién de la proteina de interés
verificd la correcta puesta a punto del protocolo para la produccién de proBDNF, validando de
esta forma los cambios que se realizaron para la obtencién particular de dicha
proneurotrofina.

Finalmente se logré verificar, mediante controles de calidad con anadlisis como espectrometria
de masas, SDS PAGE y western blot, la obtencién de la proteina de interés en estado de pureza
(alcanzada mediante IMAC). Una vez identificado, el proBDNF se cuantific6 mediante la técnica
BCA, con lo cual se concluyé que se obtuvieron buenos rendimientos, en comparacién con
datos previamente reportados.

En conclusidn, se logré poner a punto un nuevo protocolo que permite obtener buenos
rendimientos para la produccién de proBDNF humano recombinante, utilizando a E. Coli como
sistema de expresion.

A pesar de que este trabajo finalizd con la obtencion de proBDNF humano recombinante en
estado de pureza, se podria complementar con la aplicacion de dos acciones suplementarias:

1- La digestion del proBDNF con la enzima TEV, para la remocién de la cola de histidina, y
con la enzima Tripsina, para el clivaje del prodominio y la obtencidn del BDNF maduro.
Luego de este paso podria purificarse dicha neurotrofina mediante cromatografia
FPLC.

2- La realizacién de bioensayos que permitan determinar la actividad biolégica del
proBDNF y del BDNF obtenido. Para dichos bioensayos podrian utilizarse cultivos
neuronales, como ser neuronas motoras para el caso del proBDNF (este induce la
apoptosis en dichas células) o neuronas embrionarias para el caso del BDNF (este es
necesario para la sobrevida de dichas células).
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