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RESUMEN

En el afio 2006, se comunico la existencia de especies de la neurotrofina factor
de crecimiento nervioso (NGF), modificadas post-traduccionalmente por
nitracion de residuos tirosina (NO,-NGF). En paralelo, se demostré que el NO,-
NGF posee una actividad pro-apoptética por estimulacién del receptor p75" " y
se identificO esta variante proteica en cerebros de pacientes con enfermedad
de Alzheimer, sugiriendo una asociacion entre modificaciones post-
traduccionales del NGF y el estrés nitro oxidativo caracteristico de los procesos
neurodegenerativos. En este contexto se propone que la neutralizacién del
NO,-NGF por anticuerpos especificos podria resultar en un efecto terapéutico
en la neurodegeneracion. Este trabajo de tesis consistié en el desarrollo y
caracterizacion de anticuerpos monoclonales (mAbs) que reconocen un epitope
especifico del NO,-NGF en proximidades del residuo tirosina en la posicion 52.
Como este residuo esta involucrado en la interaccion del NGF con receptores
de neurotrofinas, se buscé que los mAbs tuvieran actividad neutralizante de
funcién. Se lograron producir cuatro mAbs, dos de ellos idénticos en su
secuencia aminoacidica (4C6 y 7G8) y otros dos que poseen solo dos
diferencias puntuales dentro del CDR2 de las cadenas pesadas y livianas
(12G8 y 16C6). Estos mAbs cumplen con el requisito de unirse
especificamente al NGF nitrado, no reconocer al NGF ni a otras proteinas
nitradas, y ejercer actividad bloqueante en cultivos celulares. Mediante distintos
analisis de afinidad y estructurales, los mAbs 12G8 y 16C6 se seleccionaron
como mAbs neutralizantes. Por fin, se observd, que estos mAbs son capaces
de reconocer al NO,-NGF en médula espinal de ratas transgénicas SOD1°¢%4
que desarrollan enfermedad de la motoneurona y neuroinflamacion, sugiriendo
la utilidad de los mAbs como biomarcadores de neurodegeneracion, con

potencial uso en diagnostico y terapéutico.
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INTRODUCCION

El Factor de crecimiento nervioso (NGF)

El Factor de Crecimiento Nervioso (del inglés: Nerve Growth Factor, NGF) es el
miembro fundador de la familia de las neurotrofinas que esta compuesta
ademas por el Factor de Crecimiento Derivado del Cerebro (del inglés: Brain
Derived Neurotrophic Factor, BDNF), la Neurotrofina 3 (NT-3), la Neurotrofina
4/5 (NT 4/5) la Neurotrofina 6 (NT-6) y la Neurotrofina 7 (NT-7) (Nilsson,
Fainzilber et al. 1998).

Descubierto en el afio 1947 por Rita-Levi Montalcicni (Levi-Montalcini and
Amprino 1947), el NGF promueve la diferenciacion, proliferacién y crecimiento
neuronal en el sistema nervioso durante el desarrollo (Korsching, Auburger et
al. 1985). Es esencial para el mantenimiento fenotipico de neuronas en el
sistema nervioso periférico y para la integridad funcional de neuronas
colinérgicas en el sistema nervioso central (SNC) (Aloe, Bracci-Laudiero et al.
1997).

La estructura del NGF fue determinada mediante cristalografia de rayos X en
1991 (McDonald, Lapatto et al. 1991). EI monémero de NGF tiene una forma
alargada con la parte central formada por dos pares de hojas beta
antiparalelas. Uno de los extremos de la molécula posee tres bucles en
horquilla, mientras que el otro extremo esta formado por un cuarto bucles y una
estructura denominada nudo de cisteinas que estabiliza la formacién del
homodimero. El motivo “nudo de cisteinas”, observado por primera vez en el
NGF y compartido por todas las neurotrofinas, esta formado por tres puentes
disulfro. Dos de ellos, forman un anillo cerrado que es penetrado por el tercer
puente disulfuro. Esta estructura ha sido encontrada mas adelante en
estructuras de otros factores de crecimiento diméricos que no poseen
homologia con las neurotrofinas tales como PDGF y TGF-B (Wiesmann and de
Vos 2001). En la forma biologicamente activa del NGF, dos monémeros de 118
aminoacidos se disponen en forma paralela para formar un homodimero

compacto de 26,5 KDa [Figura 1].
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Figura 1. Estructura del NGF [RCSB: 2IFG]. (A) Las caracteristicas estructurales del monémero de NGF
estan sefaladas: tres puentes disulfuro representados con bastones de color rosado, los loops 1 — 4, y
los extremos N y C terminales. (B) Estructura dimérica del NGF, uno de los mondmeros esta
representado en celeste y el otro en azul. Los puentes disulfuro se resaltan en rosado.

El NGF se ha aislado y purificado a partir de la glandula submaxilar de ratén, la
cual constituye la fuente natural mas abundante de esta proteina (Bocchini and
Angeletti 1969, Levi-Montalcini 1987). En este tejido, el NGF forma parte de un
complejo pentamérico con dos subunidades alfa (a), una subunidad beta (B) y
dos gamma (y), todas asociadas no covalentemente. La subunidad B (3-NGF),
es la responsable de la actividad biologica del NGF y a menudo se a denomina
fraccibn 2,5S debido a su coeficiente de sedimentacion (Angeletti and
Bradshaw 1971). La secuencia nucleotidica del gen que codifica para el NGF
se encuentra altamente conservado en la escala filogenética (Hallbook 1999,

McKay, Purcell et al. 1999). Al comparar la secuencia aminoacidica del NGF
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entre humano y raton se ve que estos solo difieren en 12 de los 118
aminoacidos (Barde 1989).

Sintesis y maduraciéon del NGF

Como las otras neurotrofinas, el NGF es sintetizado como un precursor proteico
o proNGF, que luego de un clivaje proteolitico dentro de la célula, es liberado
como una proteina madura y biologicamente activa. Contrariamente a lo que se
creia en un comienzo, el proNGF, asi como el resto de las pro-Neurotrofinas,
posee también actividad bioldgica y se acumula en mayor proporcion tanto en
el cerebro humano como murino, y sus niveles se duplican en pacientes con
enfermedad de Alzheimer (Fahnestock, Michalski et al. 2001).

Luego de la sintesis proteica, el pro-NGF es internalizado por el reticulo
endoplasmico gracias a un péptido sefial de 18 aminoacidos en su extremo
amino terminal, el cual es eliminado tras su ingreso (Lessmann, Gottmann et al.
2003). El plegamiento ocurre en ausencia de chaperonas en un proceso guiado
principalmente por el pro-dominio (Kliemannel, Golbik et al. 2007). La formacion
del homodimero ocurre de forma espontanea sin la ayuda de proteinas
accesorias (Kolbeck, Jungbluth et al. 1994). Luego del plegamiento, el dimero
sufre N-glicosilaciéon y sulfatacion de los N-oligosacaridos en ambos
monomeros; dichas modificaciones estabilizan la estructura terciaria y evitan la

degradacion intracelular.

Al momento de la llegada al trans-Golgi se define si la proteina va a ser
secretada como proNGF o NGF y qué via de secrecidn va a seguir cada
isoforma, regulada o constitutiva (Lee, Kermani et al. 2001). 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
espontaneamente con la membrana plasmatica para liberarlas en el especio
extracelular (Lee, Kermani et al. 2001). En células neuronales las neurotrofinas
son cargadas en granulos secretorios, que posteriormente se transportan a
terminales dendriticas para liberarse de forma post-sinaptica (Fahnestock, Yu

et al. 2004). Sin embargo, las neurotrofinas también pueden ser liberadas en
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las terminales axonales, donde son secretadas en respuesta a un estimulo
(Harrington, Leiner et al. 2004). Hay tres destinos posibles para el proNGF
intracelular: clivaje intracelular seguido de secrecion, secrecidn seguida de
clivaje extracelular, o secrecion sin clivaje (Lu, Pang et al. 2005). EIl clivaje
intracelular del proNGF es llevado a cabo una enzima Furina perteneciente a la
familia de las convertasas de pro-proteinas (Fahnestock, Yu et al. 2004).
Mientras que el clivaje extracelular puede ser llevado a cabo por dos enzimas.
Plasmina, genera un NGF maduro, mientras que la Metaloproteasa-9 (MMP-9)

genera un intermediario de 17 KDa (Fahnestock, Yu et al. 2004).

Receptores celulares del NGF

Como otros factores de crecimiento, el NGF exhibe su efecto biolégico
interactuando con receptores especificos de la membrana celular. Se han
caracterizado dos tipos de receptores para las neurotrofinas, uno de baja

afinidad denominado receptor de neurotrofinas p75 (p75" ~

), al cual pueden
unirse todas las neurotrofinas con similar afinidad, y un receptor perteneciente
a la familia tropomiosin quinasa (del inglés: tropomyosin-related kinase, Trk).
Este segundo tipo de receptores interactia de forma especifica con su ligando,
siendo tres los genes que codifican la sintesis de los mismos: TrkA, TrkB y
TrkC. Los receptores TrkA se unen al NGF y posiblemente ala NT-6 y a la NT-

7, TrkB al BDNF y a las NT 4/5, y TrkC a la NT-3 [Figura 2].

El receptor p75"'" se expresa en neuronas y células gliales, y ejerce entre sus
principales funciones: la regulacion de la apoptosis neuronal, el transporte
retrogrado de neurotrofinas, la cooperacion con los receptores de alta afinidad
en la unién a las neurotrofinas y secuestro de las neurotrofinas circulantes
(Barker 1998, Barrett 2000, Shu, Lu et al. 2015). Ademas se ha visto que todas

las neurotrofinas pueden unirse a p75~"™"

con similar afinidad (Frade and Barde
1998). p75"" es un miembro de la superfamilia de los receptores de necrosis
tumoral con un dominio extracelular que incluye cuatro motivos ricos en
cisteinas, un solo dominio transmembrana y uno intracelular que contiene un
dominio de muerte caracteristico de esta familia de receptores (Liepinsh, llag et

al. 1997, He and Garcia 2004).
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/ PLCy encienden vias de

supervivencia y diferenciacion.
Extraido de (Chao 2003).

Los primeros resultados de co-cristalizacion entre el NGF y p75"™"°

5NTR interacttian

demostraron que los dominios ricos en cisteinas 2 y 4 de p7
con la interfaz hidrofébica del NGF (He and Garcia 2004), mientras que el NGF
se une a la superficie concava del receptor [Figura 3]. Los estudios

5NTR es capaz de

estructurales también mostraron que un mondémero de p7
interactuar con un dimero de NGF (He and Garcia 2004). A diferencia de las
neurotrofinas maduras, las pro-Neurotrofinas pueden formar complejos de alta

5NTR cuando este se encuentra asociado a Sortilina, activando

afinidad con el p7
generalmente vias de muerte celular (Nykjaer, Lee et al. 2004). Se ha
propuesto que las especies de alto peso molecular de NGF tratado con
peroxinitrito podrian ejercer su funcién a través del receptor p75™'%, y
particularmente podrian unirse con mayor afinidad al interactuar a su vez con
Sortilina, desencadenando sefiales de muerte dentro de la célula (Pehar,

Vargas et al. 2006).
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Figura 3. Estructura del NGF unido a la porcién

extracelular del receptor p75NTR [RCSB: 1SG1]. Se
muestra la estructura asimétrica del dimero de NGF, con
el monémero del receptor. En la unién participan dos
sitios de interaccion: 1) los residuos 30-32 y 48-55 del
bucle 1 de una de las cadenas de NGF, y los residuos 88,
95 — 100 del bucle 4 de la otra cadena; 2) los residuos 9-
23y 30-32 del bucle 1.

Como se menciono previamente el NGF interactua también con un receptor de
alta afinidad denominado TrkA. A través de éste receptor es que ocurre,
fundamentalmente, la transduccién de la sefial de las neurotrofinas (Chao
2003, Reichardt 2006). El dominio extracelular de cada receptor Trk consiste en
un agrupamiento rico en cisteinas seguido por tres repetidos de leucina, otro

cluster de cisteinas y dos dominios inmunoglobulina. Esta region se une a
13



través de la porcion transmembrana con el dominio tirosin quinasa intracelular
(Reichardt 2006). La activacién de TrkA se produce al interactuar con el NGF,
lo que induce la dimerizacion del receptor y la internalizaciéon del complejo
receptor-ligando y su trans-fosforilacion (Huang and Reichardt 2003). Luego de
la dimerizacion y autofosforilacion en los residuos de tirosina, el receptor es
capaz de activar por fosforilacion o interaccion alostérica a sus ligandos

intracelulares.

La estructura del dominio d5 del receptor TrkA unido a NGF fue resuelta
inicialmente en 1999 y en el 2007 se determind la estructura del NGF unido al
dominio extracelular entero de TrkA [Figura 4] (Eibl, Strasser et al. 2012). Estos
resultaos demostraron que el NGF se une en una orientacion opuesta a la que

interacciona con p75"™"®

con respecto a la membrana plasmatica. Ademas se
demostré que el dominio C-terminal que corresponde al dominio de unién tipo
inmunoglobulina es el responsable de la interaccién directa con el NGF,

formando un complejo simétrico (Eibl, Strasser et al. 2012).
Papel del NGF en respuestas inmunes y la inflamacién

Durante el desarrollo embrionario, la expresion de receptores de NGF es
finamente modulada en érganos linfoides primarios y secundarios (Ciriaco,
Dall'Aglio et al. 1996, Aloe, Micera et al. 1997), y desciende durante la vida
adulta (Ciriaco, Dall'Aglio et al. 1996). En la médula 6sea y en el timo, la
expresion de receptores de NGF se ha evidenciado en células del estroma, las
cuales liberan factores de crecimiento especificos y sefales que regulan la
diferenciacion de precursores mieloides y linfoides (Lee, Na et al. 2008,
Rezaee, Rellick et al. 2010). En los 6rganos del sistema inmune hay una
produccion local de NGF que regula la inervacién simpatica y sensorial, y la
produccion de neuropéptidos y neurotransmisores tanto en el desarrollo como
en la vida adulta (Madden and Felten 1995, Elenkov, Wilder et al. 2000). La
constante produccién de NGF en érganos linfoides también parece importante
para la regulacion de la diferenciacion de células madre hematopoyéticas
(Aloe, Micera et al. 1997).
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Figura 4. Estructura del complejo TrkA-NGF [RCSB: 2IFG]. Se muestra la
union del NGF a su receptor TrkA de forma simétrica formando un complejo
2:2. Residuos de los bucles 1, 2 y 4 participan en la interaccién con el
receptor. La orientacion del NGF es opuesta a la observada en el complejo

NTR
NGF-p75 con respecto a la posicion que adopta el NGF sobre la
membrana celular.

La sintesis de NGF puede ser inducida por citoquinas pro-inflamatorias
producidas por células del sistema inmune. A su vez, la mayoria de las células
inflamatorias como mastocitos, linfocitos B y T, macréfagos, eosindfilos y
baséfilos son blancos del NGF debido a que poseen tanto TrkA como p75"'F.
El NGF estimula la degranulacion de mastocitos, quimiotaxis de monocitos,
proliferacion y diferenciacion de linfocitos B y T, sintesis de inmunoglobulinas
en linfocitos B vy liberacién de mediadores quimicos por parte de neutroéfilos y
basofilos (Freund and Frossard 2004, Bracci-Laudiero and De Stefano 2016).
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Diversos estudios han evidenciado una sobre-expresion de NGF en
condiciones inflamatorias tanto en tejidos periféricos como en el sistema
nervioso, y se sabe que el NGF esta fuertemente implicado en la generacion y
mantenimiento del dolor. De hecho, ensayos con moléculas neutralizantes de
NGF son efectivos agentes analgésicos en algunos modelos de dolor crénico
tanto en animales como en humanos (Fiore, Chaldakov et al. 2009).

Debido a la importancia de la accion del NGF en el sistema inmune, éste se
encuentra implicado y juega un rol critico en desodrdenes inflamatorios y
neuroinflamatorios tales como la esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer,
lupus sistémico eritematoso y artritis reumatoidea, entre otros (Aloe, Skaper et
al. 1994).

NGF como blanco del peroxinitrito (ONOQO") en procesos inflamatorios

El peroxinitrito es un potente compuesto nitrante que se forma en una reaccion
espontanea entre la O6xido nitrico y el superdxido (Beckman and Koppenol
1996, Radi, Peluffo et al. 2001). Es producido en un ambiente inflamatorio
donde la microglia, macrofagos, astrocitos, células endoteliales o células
infiltrantes del sistema inmune tienen la habilidad de producir simultdneamente
niveles excesivos de radicales de oxigeno y o6xido nitrico. A su vez, el
peroxinitrito se comporta como un agente oxidante y nitrante potente, capaz de
reaccionar y modificar una amplia variedad de biomoléculas incluyendo
proteinas, lipidos y ADN (Beckman and Koppenol 1996, Radi 2004). La
nitracion de tirosinas, que implica la adicion de un grupo nitro (NO;) al anillo
aromatico, es considerado como un marcador de dafio oxidativo mediado por
peroxinitrito (Pacher, Beckman et al. 2007, Daiber, Daub et al. 2013, Viera,
Radmilovich et al. 2013). Aunque existen vias alternativas de nitraciéon de
tirosinas que implican peroxidasas que utilizan nitrito, el peroxinitrito ha
demostrado ser el agente de nitracion predominante en la neurodegeneracion
(Estevez, Spear et al. 1998, Pacher, Beckman et al. 2007). Existe evidencia de
gue varias proteinas son nitradas por peroxinitrito induciendo cambios en la

estructura o funcion proteicas (Ischiropoulos and Beckman 2003).
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Especies nitradas de NGF

El monomero de NGF contiene dos residuos de tirosina bien conservados en
las posiciones 52 y 79 (Bradshaw, Murray-Rust et al. 1994). La Tirosina 52 esta
conservada en todos los miembros de la familia de las neurotrofinas y participa
tanto en la estabilizacion de la formacion del dimero como en el reconocimiento
del receptor p75"™® (Ibanez, Hallbook et al. 1990, McDonald, Lapatto et al.
1991, He and Garcia 2004). Por otro lado, la tirosina 79 es conservada en la
mayoria de los NGFs pero no en otras neurotrofinas (Bradshaw, Murray-Rust et
al. 1994).

Se ha visto que la reaccion de nitracion de NGF de ratén in vitro con
peroxinitrito induce la formacion de oligdmeros de NGF en una forma dosis
dependiente [Figura 5 a] (Pehar, Vargas et al. 2006). El peroxinitrito tiene la
capacidad de nitrar tanto residuos de tirosinas como de triptéfanos. En
particular, andalisis mediante espectrometria de masas han demostrado que en
el NGF, el peroxinitrito es capaz de nitrar la tirosina 52 y el triptéfano 99 (Pehar,
Vargas et al. 2006). Otro agente nitrante, el Tetranitrometano (TNM) capaz de
nitrar solo los residuos de tirosina, también induce la formacion de oligdmeros
del NGF al nitrar ambos residuos de tirosina. Tanto el NO,-NGF generado con
peroxinitrito como con TNM reducen la supervivencia en cultivos celulares de
motoneuronas en una forma dependiente de p75"'" [Figura 5 b y c] (Pehar,
Vargas et al. 2006).
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Figura 5. Nitracion del NGF con peroxinitrito in vitro y su efecto sobre cultivos de motoneuronas. (A) SDS-
PAGE del producto de nitracién con peroxinitrito (ONOO), como control se sembré NGF -ratado con
peroxinitrito descompuesto (ROA). Se observa la formacion de oligomeros dependiente de la dosis de

ONOO. (B) Disminucion de la supervivencia de motoneuronas en cultivo al ser tratadas con ONOO. (C)

Varegas et al. 2006).

Disminucioén de la supervivencia de motoneuronas en cultivo al ser tratadas con TNM. Extraido de (Pehar,



Debido al gran porcentaje de conservacion de estos residuos y a la
sobreexpresion del NGF en procesos neurodegenerativos, los residuos de
tirosina constituyen un objetivo de nitracién por parte del peroxinitrito generado
bajo un estrés nitro oxidativo (Pehar, Vargas et al. 2006). Dicha modificacién
post-traduccional puede tener consecuencias importantes en la actividad

biologica del NGF en condiciones inflamatorias [Figura 6].
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Figura 6. Esquema hipotético que representa la formacion de
especies nitradas de NGF y/o proNGF bajo condiciones
oxidantes y nitrantes generadas durante un proceso de
neuroinflamacion.
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El NGF en la neurodegeneracion

La hipoétesis neurotrofica establece que la supervivencia de los distintos grupos
de neuronas durante el desarrollo es dependiente de la accidén de los factores
neurotréficos que, actuando a través de receptores especificos, facilitan la
supervivencia y diferenciacion de las neuronas, asi como el desarrollo e
inervacion del érgano diana. En funcion de los receptores expresados en su
membrana plasmatica, cada poblacién de neuronas responde selectivamente a
uno o varios factores troficos. El suministro continuo de un factor neurotréfico
especifico resulta imprescindible para mantener la vida y el fenotipo de las
neuronas (Siegel and Chauhan 2000). Partiendo de esta hipotesis, se ha
planteado que la pérdida de actividad trofica en poblaciones neuronales
especificas puede favorecer la neurodegeneraciéon en enfermedades como el
Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA), y otras enfermedades
neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) (Connor and
Dragunow 1998, Bradford, Zhou et al. 1999). Contrariamente a esta hipétesis,
en un modelo de ELA, en ratones SOD1°%* los niveles de NGF en la médula
espinal se encuentran elevados por encima de lo que ocurre en condiciones no
patolégicas, estando éste localizado en una poblacién de atrocitos reactivos
gue rodean las motoneuronas degenerantes. Este aumento coincide con la re-

NTR
5

expresion de p7 en algunas motoneuronas dafiadas (Pehar, Cassina et al.

2004), lo cual establece condiciones favorables para desencadenar procesos

5NTR en motoneuronas

apoptéticos en dichas neuronas. La expresion de p7
ocurre durante el periodo embrionario pero no en individuos adultos. Sin
embargo, éste receptor puede ser re-expresado en condiciones desfavorables,
como en el casi de dafio neuronal, o la neuroinflamacién en la ELA, mediando

la eliminacion de células dafiadas (Seeburger, Tarras et al. 1993).

El NO,-NGF como mediador de la apoptosis de motoneuronas en ELA

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la muerte
selectiva de motoneuronas, tanto de la corteza motora y el tronco encefalico,
como de la médula espinal. Las causas de la pérdida progresiva de esta
poblacién neuronal es aun desconocida, pero se acepta que las células gliales
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juegan un rol importante en la patogénesis de la enfermedad (Barbeito, Pehar
et al. 2004, Henkel, Beers et al. 2009, llieva, Polymenidou et al. 2009, Trias,
Ibarburu et al. 2016). El 90% de los pacientes con ELA experimentan la forma
esporadica de la enfermedad sin un componente genético aparente, mientras el
10% restante presentan antecedentes familiares (ELA familiar). La forma
esporadica y la familiar de ELA son clinica y patolégicamente similares,
sugiriendo un proceso patolégico comun. Los avances en el estudio de los
mecanismos subyacentes a la ELA familiar facilitan el entendimiento de ambas

formas.

Aproximadamente el 20% de los casos familiares son causados por mutaciones
en el gen de la Cu/Zn superoxido dismutasa (SOD1), una enzima citosélica
involucrada en la resistencia antioxidante. En la actualidad se conocen mas de
114 mutaciones distribuidas a lo largo del gen sodl, todas vinculadas a la
enfermedad (Mitchell and Borasio 2007). El descubrimiento de las mutaciones
en sodl ha propiciado el desarrollo de modelos animales transgénicos de ELA.
Varias lineas de ratones y ratas sobre-expresan la SOD1 mutada en niveles
suficientes como para inducir la degeneracion especifica de las motoneuronas
generando una patologia que se asemeja en gran medida a la ELA humana
(Gurney, Pu et al. 1994, Ripps, Huntley et al. 1995, Lord, Dayhew et al. 2002).

En los ratones transgénicos que sobre expresan el gen SOD1°%** que causa
un fenotipo de ELA familiar, los niveles de NGF se incrementan dos veces en la
médula espinal. Este NGF se localiza principalmente en una subpoblacion de
astrocitos reactivos en los alrededores de motoneuronas degenerantes.
Ademas, la sobreexpresion de NGF en astrocitos coincide con un aumento de
p75NTR

podria provocar la apoptosis celular (Pehar, Cassina et al. 2004).

en la membrana plasmética de las motoneuronas dafiadas, lo cual

En condiciones no patolégicas, las motoneuronas de individuos adultos
carecen de los receptores TrkA y p75""" y no son susceptibles a la accién del
NGF. Sin embrago, las motoneuronas adultas pueden re expresar p75"'" en
condiciones de dafio celular durante la ELA (Seeburger, Tarras et al. 1993,
Rende, Giambanco et al. 1995, Lowry, Murray et al. 2001), volviéndose asi
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vulnerables a la accién del NGF. En consecuencia, p75™ '~ ha sido implicado en
la muerte de motoneuronas que ocurre en modelos de ratones transgénicos de
ELA (Lowry, Murray et al. 2001, Copray, Jaarsma et al. 2003). Curiosamente,
los estudios con motoneuronas embrionarias que expresan p75" " han
permitido la caracterizacion de la apoptosis inducida por NGF y su estrecha
asociacion con el peroxinitrito [Figura 7 a] (Pehar, Cassina et al. 2004). En este
modelo, la apoptosis desencadenada por el NGF depende de un flujo
fisiolégico de 6xido nitrico que, a su vez, promueve la formacién intracelular de
peroxinitrito. Por lo tanto, el oOxido nitrico y especies nitrantes como el

peroxinitrito actuarian como mediadores o co-factores en la apoptosis de
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Figura 7. Disminucion en la supervivencia de motoneuronas por la acciéon de NGF
exdgeno y NGF presente en extractos proteicos de médula espinal de rata transgénica

hSODG%A sintomatica. Ensayos realizados sobre cultivos puros de neuronas motoras
mantenidos con GDNF 1ng/mL. (A) Cuando los cultivos son tratados con NGF y 6xido
nitrico (NO) la supervivencia neuronas disminuye de forma significativa; (B) cuando las
motoneuronas son tratadas con un extracto proteico de médula espinal de ratas

hSODGgsA sintomatica, y NO se observa una disminucibn en el numero de
motoneuronas. Este efecto no se observa con extractos de meédula espinal de ratas
salvajes, y es revertido con tanto con anticuerpos anti-NGF como con anticuerpos anti-
p75. Extraido de (Pehar, Cassina et al. 2004).

motoneuronas, dénde uno de sus principales objetivos es el NGF.
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Se ha reportado que los extractos proteicos de médula espinal de ratones con
ELA contienen suficiente NGF para estimular la apoptosis dependiente de
p75NTR

oxido nitrico [Figura 7 b] (Pehar, Cassina et al. 2004). Sin embargo, los niveles

en cultivos de motoneuronas embrionarias con una fuente externa de

de NGF medidos por ELISA de ratones transgénicos hSOD®%#

mutantes
fueron del intervalo de pico gramos por mililitro (pg/mL), una concentracion
mucho menor de la necesaria para inducir el mismo efecto con el NGF
purificado. Estos hallazgos han llevado a buscar especies de NGF modificadas
gue posean un mayor efecto sobre la apoptosis de motoneuronas dependiente
de p75""R. Sorprendentemente en el afio 2006, Pehar et al demostraron que la
oxidacion y nitracion de NGF por la exposicion a peroxinitrito aumentan la
potencia del NGF en la apoptosis de motoneuronas en 10000 veces en

presencia de 6xido nitrico. En este modelo, el blogueo de p75"®

por
anticuerpos o regulacion negativa de su expresion con oligos antisentido,
impide completamente la muerte de motoneuronas, indicando una sefializacion

NTR
5

del NGF nitrado a través de p7 (Pehar, Cassina et al. 2006). Por lo tanto, el

NGF tratado con peroxinitrito parece ser la neurotrofina mas potente que causa

5NTR en cultivo a concentraciones

una muerte celular dependiente de p7
fisiol6gicamente activas (pg/mL). De hecho, en este estudio se evidencié que la
Tirosina 52 es mas susceptible a ser nitrada por el peroxinitrito. Por lo tanto, la
ganancia de actividad apoptética podria ser dependiente de la nitracion de
Tirosina, que a su vez, conduce a cambios conformacionales en la proteina con
la subsecuente formacién de agregados proteicos (de dimeros a octameros)
(Pehar, Vargas et al. 2006). Tales oligdbmeros pueden interactuar con varios

receptores p75™' "~

a la vez (induciendo trimerizacion) o facilitar la formacion de
complejos de receptores atipicos (trimerizacion p75/TrkA). Los datos
experimentales que muestran que solo una pequefia fraccion del NO,-NGF es
suficiente para inducir la apoptosis en motoneuronas en cultivo apoyan la
hipétesis de ganancia de funcion del NGF nitrado con respecto al NGF. El
precursor de NGF, el proNGF, también puede interactuar con p75"'" e inducir
apoptosis (Domeniconi, Hempstead et al. 2007). El proNGF se une con menor

NTR
5

afinidad a p7 gue el NGF, pero éste forma un complejo de sefalizacion de

NTR
5

alta afinidad al unirse simultaneamente a p7 y a sortilina (Nykjaer, Lee et
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al. 2004). En la médula espinal, el proNGF se acumula en mayores
concentraciones que el NGF maduro y, por tanto, también podria ser un
objetivo potencial de nitracion mediada por peroxinitrito (Beattie, Harrington et
al. 2002).

Por otro lado, las motoneuronas de la médula espinal expresan altos niveles de
Factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGF-1), el cual puede ser liberado en
respuesta a axotomia u otras condiciones estresantes(Cassina, Pehar et al.
2005, Saito, Okano et al. 2007). Cassina et al han propuesto un mecanismo en
el cual las motoneuronas espinales liberan FGF-1 en respuesta a dafio,
induciendo la expresibn de NGF y un estrés nitrativo en los astrocitos
circundantes (Cassina, Pehar et al. 2005). En la literatura es bien conocido que
el FGF-1 es un potente inductor de la expresion y secrecion de NGF en
astrocitos (Yoshida and Gage 1991), y en cultivos de astrocitos de médula
espinal, el tratamiento con FGF-1 induce una sobre regulacion de la expresion
de NGF junto con estrés oxidativo y nitrativo (Vargas, Pehar et al. 2004,
Cassina, Pehar et al. 2005), promoviendo la apoptosis de motoneuronas en co-
cultivos (Pehar, Cassina et al. 2004).

Mientras que los datos actuales sugieren que especies nitradas del NGF
podrian ser producidos y liberados por células gliales activadas en la médula
espinal de modelos animales de ELA, no hay evidencia directa de su
ocurrencia ni en cultivos celulares ni extractos de tejidos. La mayoria de las
técnicas de andlisis para detectar y cuantificar especies modificadas de NGF
con sensibilidad no pueden ser aplicadas facilmente debido a varios factores
limitantes como: i) la baja concentracion de NGF y proNGF en la médula
espinal (pg/mg de proteina), ii) la baja proporcion de NGF que reaccionaria con
las especies nitrantes in vivo, iii) la ausencia de anticuerpos que detecten
especificamente NGF nitrado vy, iv) la variedad de especies oxidadas y nitradas
que se producen en la reaccion entre el NGF y el peroxinitrito.

Por ultimo, es poco probable que el NGF sea la Unica proteina nitrada en
condiciones de inflamacion patologica. Varias proteinas distintas pueden ser
simultdneamente modificadas por peroxinitrito (Ischiropoulos and Beckman
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2003, Pacher, Beckman et al. 2007). Tanto en el tejido de pacientes con ELA
como en modelos animales, la nitro tirosina puede detectarse mediante
inmunotincion en motoneuronas dafiadas, asi como en las células gliales que
las rodean, lo que sugiere una extensa nitracion de proteinas (Abe, Pan et al.
1997, Peluffo, Shacka et al. 2004, Trias, Diaz-Amarilla et al. 2013).
Sorprendentemente, la nitracion de un Unico residuo de tirosina en la proteina
Hsp90 convierte a esta chaperona en una proteina toxica para las
motoneuronas, lo que sugiere que la nitraciéon del NGF y Hsp90 podria tener un

efecto sinérgico (Franco, Ye et al. 2013).

Ademas de la ELA, otra enfermedad neurodegenerativa en la que la nitraciéon
del NGF podria jugar un rol patogénico es en la enfermedad de Alzheimer. En
2009, Bruno y Cuello reportaron la primera evidencia de la presencia in vivo de
especies nitradas del NGF (Bruno, Leon et al. 2009). Este grupo detectd
proNGF nitrado en muestras de cerebro de pacientes con EA luego de realizar
inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-NGF y posterior deteccién en WB
utilizando anticuerpos especificos anti-nitrotirosina. Este enfoque analitico
proporciona evidencia sélida de una modificacién post-traduccional asociada a
la neuroinflamacion en EA. Mientras que el estrés oxidativo y la nitracion de
tirosinas en proteinas ha sido asociada a una concomitante neuroinflamacién
en EA (Maccioni, Munoz et al. 2001), el proNGF nitrado pareceria ser un
objetivo especifico con potencial patogénico. A su vez, se vio que la
administracion de NGF tratado con peroxinitrito en el hipocampo de rata induce
una reduccion significativa en el nivel de fosforilacion de TrkA (Bruno, Leon et
al. 2009), sugiriendo una regulacion negativa de via normal tréfica mediada por
NGF. En este contexto, la nitracion de NGF, podria influenciar la sefalizacion a
través de p75™'%, TrkA y Sortilina.

En suma, la evidencia experimental sugiere que la produccion de NGF y
proNGF en condiciones de neuroinflamacion se encuentra alterada. Por un
lado, el NGF es sobre-expresado por células inflamatorias, mientras que por
otro, esto coincide casi siempre con un nivel exacerbado de estrés oxidativo y
nitrativo. Las especies de NGF nitrado podrian producirse tanto en ELA como

en EA para mediar procesos de sefializacion asociadas a dafio neuronal y/o
24



activacion glial. En este contexto, la neutralizacion de NGF nitrado por mAbs

podria tener una aplicacion terapéutica en neurodegeneracion.

Estrategias de inhibicion de NGF

El NGF esta asociado con la transmision de sefales de dolor resultantes de
dolor neuropatico asi como de estimulos nocivos (Dray 2008). Historicamente,
ha habido diversas lineas de evidencia que sugieren un rol central del NGF en
la activacion de las sefiales del dolor y el mantenimiento del mismo (Hefti,
Rosenthal et al. 2006, Dray 2008, Watson, Allen et al. 2008). El aumento en la
expresion de NGF da como resultado el crecimiento de neuritas y un aumento
de la sensibilidad de los nociceptores (Pezet and McMahon 2006). Se ha
demostrado que los niveles de NGF son anormalmente altos cuando existe
dolor cronico, tanto en pacientes como en animales (Hefti, Rosenthal et al.
2006, Lane, Schnitzer et al. 2010). Por lo tanto, antagonizar la accién del NGF

y su sefializacion se ha vuelto una estrategia terapéutica prometedora.

En particular, el grupo de Antonio Cattaneo ha desarrollado un anticuerpo
monoclonal anti NGF denominado AD11 (Cattaneo, Rapposelli et al. 1988). El
anticuerpo AD11 interacciona con el NGF con una afinidad en el orden pico
molar y dicha unién elimina la interaccion del NGF con el receptor TrkA
(Covaceuszach, Cassetta et al. 2008). Debido a las propiedades neutralizantes
de este anticuerpo, en el afio 2012 es humanizado manteniendo las
caracteristicas neutralizantes de alta afinidad, por lo que surge una herramienta
para el tratamiento de patologias donde la accion del NGF se ve exacerbada

(Covaceuszach, Marinelli et al. 2012).

A partir del afio 2012, varios ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales
anti-NGF se han llevado a cabo por varias comparfias farmacéuticas y
biotecnoldgicas incluyendo, Pfizer [Tanezumab], Amgen/Johnson & Johnson
[Fulranumab], Sanofi-aventis/Regeneron, Mdimune/AstraZeneca, y
Laboratorios Abbott (Dray 2008, Cattaneo 2010, Garber 2011, Eibl, Strasser et
al. 2012). La terapia con Tanezumab es una de las mas avanzadas de

anticuerpos monoclonales anti-NGF. Los ensayos clinicos iniciales fueron
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prometedores y demostraron eficacia clinica en la reduccion del dolor y mejora
de la funcién articular en Fase Il de ensayos clinicos para el tratamiento de la
osteoartritis (Lane, Schnitzer et al. 2010). Utilizando una variedad de técnicas
que incluyen resonancia plasmonica, se estimé la constante de afinidad
Kp>10pM con t % de disociacion de 100h (Abdiche, Malashock et al. 2008).
Debido a la alta afinidad y prolongada asociacion antigeno anticuerpo, los
estudios sugieren que Tanezumab actia disminuyendo otras proteinas
relacionadas con el NGF en el desarrollo y mantenimiento del dolor, como el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) y la sustancia P, asi
como la densidad de neuronas nociceptivas dependientes de NGF (Hoffman,
Zhang et al. 2011). Esta claro que el Tanezumab es un agente selectivo para el
tratamiento del dolor inducido por NGF. Sin embargo, los recientes ensayos
clinicos sugieren que la extremadamente estable union entre el Tanezumab y
el NGF estaria eliminando por completo la sefial de dolor por tiempos

prolongados, resultando en un efecto anestésico mas que analgésico.

Ademas de anticuerpos monoclonales anti NGF se han disefiado otras
moléculas que interfieren en la accion del NGF, tales como proteina de fusion
TrkA-1gG, inhibidores de protein quinasas especificos para TrkA, péptidos

miméticos que interactian con los receptores TrkA o p75"' "

y compiten en la
union con el NGF, y otras pequefias moléculas que interfieren con la unién del

NGF a sus receptores (Eibl, Strasser et al. 2012).

Tomando la evidencia en su conjunto, el objetivo de este trabajo es el de
desarrollar anticuerpos monoclonales que reconozcan especificamente las
especies nitradas de NGF y no al NGF y que posean actividad neutralizante de
funcién. De este modo, dichos anticuerpos podrian eliminar las especies de
NGF nitradas que se forman durante la inflamacion y que poseen una ganancia
de funcion apoptotica con respecto a la proteina no nitrada. Es de gran
relevancia que estos anticuerpos no interfieran con la actividad tréfica del NGF
in vivo, ya que ésta es indispensable para el mantenimiento fenotipico de las

poblaciones neuronales.
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HIPOTESIS

El NO,-NGF se forma in vivo durante procesos inflamatorios como la
neurodegeneracion en la ELA. El bloqueo de esta molécula por parte de
anticuerpos monoclonales neutralizantes que reconozcan especificamente la
variante nitrada, podria ser una gran herramienta de aplicaciones diagndsticas

y terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas.
OBJETIVOS
Objetivo general

Desarrollar y caracterizar anticuerpos monoclonales neutralizantes de NGF

nitrado que reconozcan un epitope especifico del NO,-NGF de la tirosina 52.
Objetivos especificos

1. Desarrollo y caracterizacion de anticuerpos monoclonales especificos,
determinacién de constantes de afinidad y mapeo de los aminoacidos del
epitope que participan en el reconocimiento antigeno-anticuerpo.

2. Determinar actividad neutralizante especifica en cultivos celulares.

3. Uso de los mAbs para detectar NO,-NGF in vivo en un modelo de ELA en

ratas transgénicas hSOD®%%".
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MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados son de Sigma-Aldrich a menos que se
especifique lo contrario.

Objetivo 1: Desarrollo y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
especificos, determinacion de constantes de afinidad y mapeo de los
aminoé&cidos del epitope que participan en el reconocimiento antigeno-

anticuerpo.
Sintesis de B-NGF recombinante humano

El B-NGF recombinante humano fue producido de acuerdo al protocolo de
Rattenhol, A. et al (Rattenholl, Lilie et al. 2001) con algunas modificaciones.
Para la expresidon de B-NGF la secuencia de proNGF humana fue insertada en
el plasmido pET-22b de Novagene entre los sitios de restriccion de las enzimas
Ndel y BamHI. El vector resultante, pET-22b+proNGF, fue transformado en la
cepa de E. coli BL21 star DE3 (Invitrogen). Dichas células se crecieron en
medio 2YT a 37°C y 220 rpm hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm
(DOgoo) entre 0,5 y 0,8. La expresiéon génica fue inducida con 2 mM de
isopropiltio-p-D-galactésido (IPTG) durante 4 horas a 37°C y 220 rpm. El pellet
celular fue obtenido por centrifugacion a 5000 g durante 10 minutos a 4°C, y
posteriormente fue resuspendido en buffer de lisis (Tris HCI 50 mM pH 8, NaCl
0,5 M e Inhibidor de proteasas SIGMAFAST) en una relaciéon de 10 mL de
buffer cada 2 g de pellet . La suspension celular fue incubada 30 min con
lisozima 2 pg/mL y luego 30 minutos con DNasa 50 u/mL, ambas veces en
hielo. Para completar la solubilizacion de los componentes celulares se sonicé
6 x 20 segundos con una potencia de 50 con macrotip (Branson Digital
Sonifier), y luego se incub6 con Tritdbn 100X al 2% durante 30 minutos en hielo.
Para aislar los cuerpos de inclusion (IB, del inglés Inclusion Bodies) la
suspension se centrifugd a 20.000g durante 45 minutos a 4°C. Los IB se
lavaron 3 veces con solucion de lavado (Tris HCI 50 mM pH 8, NaCl 0,5 M y
EDTA 20mM), y se resuspendieron en Cloruro de guanidinio (GDN-HCI) 6 M,
Tris HCI 100mM pH 8, EDTA 10 mM. Luego se agreg6 DTT 100 mM y se
incubo toda la noche (ON, del inglés over nigth) a 4°C. Al dia siguiente la
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solucién de acidifico a pH 4 con HCIl y se dializé dos veces contra 500 mL de
GDN-HCI 6M, EDTA 5 mM 500mL durante 4 horas a 4°C, con la membrana
SnakeSkin® Dialysis Tubing 3,5 KDa (Thermo scientific). La renaturalizacién del
proNGF fue llevada a cabo ON a 4°C en buffer de renaturalizacion (Tris HCI
100 mM pH 9,3, EDTA 5 mM, L-Arginina 1 M, GSSG 1 mM y GSH 5 mM).
Luego de la renaturalizacion, la muestra se concentré con el filtro Pellicon XL
(Millipore) hasta 200mL, y el concentrado se dializ6 2 veces durante 10 horas
contra 10 L de PBS pH 8, NaCl 0,4M, luego 2 veces durante 10 horas contra 10
L de PBS pH 7,6, y finalmente 2 veces durante 10 horas con tampon fosfato 50
mM pH 7,2. El proNGF, con un punto isoeléctrico de 9,3 fue purificado por
cromatografia de intercambio catiébnico en una columna Source 15S (GE
Healthcare) equilibrada con buffer fosfato 50 mM pH 7,2, en AKTA Express
system (Amersham Bioscience), y la elucién se realizé en un gradiente 0-50%
tampon fosfato 50mM pH 7,2, NaCl 1M a un flujo de 1mL/min. El pico de
elusién fue detectado por absorbancia a 280 nm. Finalmente, el proNGF
purificado se dializé dos veces durante 3 horas contra buffer fosfato 50 mM pH
7,2 a 4°C para eliminar el NaCl. En el altimo paso el proNGF fue parcialmente
degradado con Tripsina (0,5 mg/mL) en bicarbonato de amonio 0,2 M pH 8, 0,1
ug de tripsina cada 10ug de proNGF durante 5 minutos a temperatura ambiente
(Tamb). Esta paso se realiza para eliminar el pro-dominio del proNGF. El B-
NGF recombinante humano fue purificado mediante cromatografia de
intercambio catiénico con una columna Resourse S (GE Healthcare) en un
proceso igual al anterior. Los picos de elusion fueron analizados por SDS-
PAGE.

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE

Las proteinas se separaron segun su peso molecular mediante SDS-PAGE
siguiendo el protocolo convencional, utilizando un gel concentrador al 6% (p/v)
y un gel separador de 12% de acrilamida/bus-acrilamida. Las muestras se
diluyeron con buffer de muestra 5x (Tris HCI 0,5 M ph 6,8, SDS 5%, glicerol
30%, azul de bromofenol 0,02%, B-mercaptoetanol 12,5%) y se calentaron
durante 5 minutos a 95°C. Se utilizé el sistema de electroforesis de BioRad. Se

utilizé buffer Tris-Glicina (250mM Tris, 1,92 M Glicina, 1% SDS) para la
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electroforesis. El voltaje aplicado fue de 100 voltios durante 15 minutos y 200
voltios hasta que el frente de corrida visualizado por la banda de azul de
bromofenol llegé a la parte inferior del gel. EI peso molecular de las muestras
se estimd por comparacion con un estandar de peso molecular (Page Ruler

Prestained Protein Ladder, ThermoScientific).

Tincion de geles de proteinas con nitrato de plata

Luego de la electroforesis el gel se coloco en solucién de fijacion (12% acido
acético, 50% etanol, 0,5 % Formaldehido) durante 1 hora. Se realizaron tres
lavados de 5 minutos con solucion de lavado (50% etanol), se enjuago
rapidamente con solucién de tiosulfato (0,02%). Posteriormente el gel se lavo 3
veces con agua y se incubd durante 20 minutos en solucion de plata (0,2%
nitrato de plata, 0,075% formaldehido 37%). Luego de lavar tres veces con
agua, se incubo con solucién de revelado (Na,CO3 3%, Tiosulfato 0,2 mg/mL,
0,01% Formaldehido) hasta visualizar las bandas. Finalmente, el gel se incubo
en solucion de fijacién durante 5 minutos, se lavdé 10 minutos con solucién de
lavado y se almacené en solucién de conservacion (25% etanol, 3% glicerol).

Todas las soluciones fueron realizadas con agua ultra pura.
Nitracion de NGF con peroxinitrito

El peroxinitrito sintetizado en el laboratorio del Dr. Rafael Radi fue
generosamente proporcionado por la Dra. Adriana Cassina. Se utilizaron varias
partidas. La concentracion del peroxinitrito se determind por absorbancia a
302nm (e=1670 M™*cm™), para ello se realizé una dilucién 1:500 en NaOH 1M.
Luego se preparé la concentracién adecuada en NaOH 0,01M. La reaccion de
nitracion se llevé a cabo con una concentracion final de NGF (humano
recombinante y de glandula submaxilar de raton comercial) de 0,2mg/mL (7,69
HMM) en buffer PO4 pH 7,4 conteniendo 20mM de bicarbonato de sodio.

Para la reaccion de nitracion el peroxinitrito fue agregado al NGF en 10 bolos
de 1uL para llegar a una concentracion final de peroxinitrito de 1mM. Cada bolo

de peroxinitrito se adicioné rapidamente en la superficie el tubo y se mezclé
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con vortex por 3s, procedimiento que se repite 10 veces en total. El mismo
protocolo fue empleado para la nitracion de BSA.

En el caso de la nitracion de NGF de glandula submaxilar de raton comercial
para los ensayos de Termoforesis y Resonancia plasmonica, se evitd el vortex
y se mezclé con pipeteo. Luego de finalizada la adiciébn de peroxinitrito, se
incub6é 15 minutos en hielo y se cambio el buffer a PO, pH 7,2 mediante
desalado con cromatografia de exclusién molecular (PD10 desalting columns,
Sephadex G-25, GE Healthcare), eliminando asi el buffer de la reaccién y los
restos de peroxinitrito.

Western Blot y Dot Blot

Para el Western Blot las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF
(0,45 pM, Thermo Scientific, USA) a 300 mA durante 1:30 horas en buffer de
transferencia (Buffer d electroforesis + 20% de etanol). En el caso del Dot Blot
se realizaron gotas de 2uL (200ng) en cada punto sobre la membrana y se
dejaron secar. Las membranas se bloquearon durante 1 hora en buffer de
bloqueo (5% BSA o leche descremada Conaprole, 0,1% Tween 20 en TBS, pH
7,4) con subsiguiente incubacion del anticuerpo primario diluido en buffer de
bloqueo toda la noche a 4°C. Luego de lavar con TBS + 0,1% Tween (TBS-T),
la membrana se incubé con el anticuerpo secundario Goat anti-rabbit IgG (H+L)
conjugado a peroxidasa (1:5000; Abcam, USA), o Goat anti-mouse IgG1l
conjugado a peroxidasa (1:10.000, Abcam, USA) durante 1 hora.
Posteriormente se realizaron lavados con TBS-T y se revel6 con
quimioluminiscencia. Las membranas se incubaron 1 minuto con solucion ECL
(Vivo Science, Argentina) y se expusieron con Hyperfims™ (Amersham, GE
Healthcare, USA) varias veces utilizando Hypercassette™ (Amersham, GE
Healthcare, USA). Los films se revelaron con soluciones de revelado y fijado de
Quimica MediQ (Uruguay). Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-
NO,-NGF (monoclonal de ratén 1:500), anti-nitrotirosina (anti-NO,-Tyr)
(policlonal de conejo, 1:500, Upstate Biotechnology), y anti-NGF (policlonal de
raton, 1:250, Abcam, USA).
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Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusibn molecular se llevdo a cabo en una columna
Superdex 200 10/300 (GE Healthcare), equilibrada con buffer fosfato 50 mM pH
7,5, conectada a un equipo AKTA (GE Healthcare). Se inyectaron 250 uL de
NGF y NO,-NGF a 2 mg/mL con un loop de 200 pL en buffer fosfato 50 mM pH
7,5 a un flujo de 0,75 mL/min.

Busqueda de NO,-Tyr en muestras de NGF nitrado por Espectrometria de
masas

El andlisis se realizO en colaboracion con la Unidad de Bioquimica y
Protedmica Analitica (UByPA) del Instituto Pasteur de Montevideo. EI NGF y
NO,-NGF de Harlan, utilizado en Termoforesis y Biacore fueron sometidos a
digestion con tripsina (grado de secuenciacién, Promega) a 37°C ON. Los
péptidos fueron desalados utilizando micro columnas C18 de fase reversa
(OMIX Pippete tips, Varian). La elucibn de los péptidos fue colocada
directamente en la placa de muestra del espectémetro con 3 uL de solucion
matriz (acido a-ciano-4-hidroxicindmico en 60% de acetonitriio con 0,2% de
TFA).

El espectro de masa de las muestras fue adquirido en el equipo MALDI
TOF/TOF MS 4800 series (AB-SCIEX, Framingham, USA) en modo reflector y
fue externamente calibrado con una mezcla de péptidos estandar (Applied
Biosystems). Se seleccionaron los péptidos de 962,5 y 1007 de ralacon
masa7carga (m/z) y se sometieron a espectrometria de masas en tandem

(MS/MS) para corroborar la identidad de dichos péptidos.
Desarrollo de los mAbs anti-NO,NGF

El desarrollo de anticuerpos monoclonales anti-NO,-NGF fue encargado a la
empresa GenScript USA Inc. Se inmunizaron 10 ratones Balb/c con el péptido
NGF45.58[Y-NO;] (VFKQY(NO,)FFETKC) conjugado a KLH como inmundgeno.
Este péptido incluye la Tirosina 52 nitrada dentro de la una de las regiones que
interactia con el receptor p75"'" (Eibl, Strasser et al. 2012). El mismo fue

disefiado en nuestro laboratorio y producido en la empresa Genscript. Todos
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los ratones mostraron respuesta inmune, y los de mayor respuesta fueron
utilizados para la fusion celular y produccion de hibridomas. Los sobrenadantes
de los clones fueron testeados mediante ELISA y se seleccionaron por dos
criterios: i) que reconozcan al péptido nitrado y al NO.-NGF, ii) que no
reconozcan al péptido no nitrado. Una vez seleccionados los clones, la
produccion de los anticuerpos se realizé por ascitis y se purificaron por

cromatografia de afinidad con proteina A/G.

El NO,-NGF utilizado en los ensayos de ELISA para la seleccion de los clones
positivos fue desarrollado en nuestro laboratorio.

Sintesis de péptidos en fase sdlida y verificacién por espectrometria de
masa (MS) y cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa
(RP-HPLC)

Los péptidos nitrados y no nitrados fueron sintetizados en GenScript USA Inc.
de acuerdo a la secuencia de NGF humano de los amino&cidos 48-58. Para el
escaner de alaninas (Ala-Scan) se desarrollaron péptidos con la misma
secuencia pero sustituyendo aminoacido por aminoacido por un residuo de
alanina, de forma que se sintetizaron 11 péptidos con la tirosina 52 nitrada. Los
mismos fueron sintetizados por el Dr. Roland Bottger del Institute of
Bioanalytical Chemistry de la Universidad de Leipzig, Alemania, en el marco de
una colaboraciéon. Los péptidos para el escaner de alaninas se sintetizaron
utilizando la quimica estandar de 9-Flurenylmethoxycarbonil-terc-butilo
(Fmoc/tBu) sobre base de poliestireno de amida en resina de Rink (MBHA)
(0,65 mmol/g, Multi Syn Tech GmbH, Witten, Alemania) en una escala de 2,5
mmol. Los aminoacidos protegidos con Fmoc se acoplaron en exceso, 8M
utilizando  N,N’-di-isopropilcarbodiimida (DIC) en presencia de 1-
hidroxibenzotriazol (HBOt) en Syro2000, sintetizador de péptidos mudltiple
equipado con un bloque de sintesis de punta (Multi Syn Tech GmbH) (Richter,
Hoffmann et al. 2013). El aminoacido 3-nitro-tirosina se introdujo como
aminoacido no natural. Luego de la sintesis, la resina lavada con DMF y DCM
se secO al aire y se liberaron los péptidos con una solucion de acido
trifluoroacético 87,5% (TFA) y 12,5% del scanvenger (etanoditiol, m-cresol,
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tioanisol, H,O ; 1 :2 :2 :2, v/v/vlv) durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
péptidos fueron precipitados con dietil éter frio, lavados tres veces, secados al
aire y almacenados a 4°C. La purificacion se llevo a cabo utilizando HPLC de
fase reversa con un gradiente acuoso de acetonitrilo y TFA en una columna
Nucleosil Cig (didmetro interno 4,6mm, 250mm de largo, 10um de tamafio de
particula, 100 Amstrong de tamafio de poro; Macherey-Nagel GmbH, Diren,
Alemania). La identidad de los péptidos fue confirmada por espectrometria de
masas de ionizacion por electrospray en el equipo Esquire HCT (Bruker
Daltonik GmbH, Bremen, Alemania) utilizando acetonitrilo 30% acuoso como

solvente en presencia de 0,1% de &cido férmico.

Mapeo de epitope utilizando Ensayo por Inmunoadsorcion ligado a
enzimas (ELISA)

Para el mapeo del epitope de los mAbs se utilizaron placas de ELISA de 96
pocillos de alta adherencia (Costar®, Corning Incorporated, USA). En las
mismas se adsorbié 1 pug/mL de cada péptido disuelto en agua desionizada y
se dejaron secar a 37°C durante 16h. Se bloqued con 200uL de buffer de
bloqueo (PBS, 0,3M NaCl, 0,05% (v/v) Tween® 20, 1% (w/v) BSA) durante 1
hora a 37°C, se hicieron 3 lavados con 300 pL con buffer de lavado (PBS, 0,3
M NacCl, 0,05% (v/v) Tween® 20), luego se incub6é con los mAbs 1 pg/mL
diluidos en buffer de lavado con 0,1% de BSA durante 1 hora a 37°C. Se
realizaron 3 lavados y se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado a
peroxidasa de rabano producido en cabra anti-lgG1 de ratdon en una dilucién
1:10.000 en buffer de lavado con 0,1% de BSA durante 1 hora a 37°C. Luego
de 3 lavados se reveld por método colorimétrico adicionando una solucion de
0,4mM 3,3",5,5"-Tetramethilbenzidina (TMB), 0,12% H,O, en 0,05 M de buffer
citrato-fosfato (100 pL/pocillo) durante 15 minutos en oscuridad. La reaccion se
detuvo con la adicién de 100 pL/pocillo de acido sulfarico 0,5 M y la absorcion

se midié a 450 nm.

Para el ELISA de los mAbs anti-NO,-NGF con NO,-NGF y NO,-péptido se
siguidé el mismo procedimiento, adsorbiendo 0,2 pg/mL NO,-NGF en solucién a
37°C durante 16h.
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Estudios de interaccion entre los mAbs anti-NO,-NGF y NO2-NGF y NO,-
péptido

El B-NGF empleado para los estudios de Biacore y Termoforesis fue obtenido a
partir de la gldndula submaxilar de raton por la empresa Harlan (EEUU), y
corresponde a la fraccién 2,5S.

Termoforesis en microescala (MST de Microscale Thermophoresis)

Estos experimentos fueron realizados en el marco de una pasantia llevada a
cabo en el laboratorio de Microbiologia Estructural en el Institut Pasteur de

Paris a cargo del Dr. Pedro Alzari.

El método de Termoforesis en microescala se basa en la deteccion de cambios
en la capa de solvatacion, carga o tamafio de moléculas al medir cambios en la
movilidad de las mismas en gradientes microscépicos de temperatura. La
ventaja principal de este método es la posibilidad de trabajar sin inmovilizacion
y en casi cualquier buffer o fluido complejo tal como suero o lisado celular.
Otras ventajas comprenden facil preparacién de la muestra y escaso consumo
(~4uL a concentraciones nM), y alto rango dinamico de constantes de
disociacion entre sub-nM y mM.

El método de medicidén se basa en el movimiento dirigido de las moléculas a lo
largo de un gradiente de temperatura. Una diferencia de temperatura conduce
a un cambio local en la concentracion de la molécula. EI fenomeno de
Termoforesis depende de los cambios en tamafio, carga y capa de solvatacion
de las moléculas. En cada corrida se realiza un seguimiento de la termoforesis
de moléculas marcadas fluorescentemente en experimentos de titulacion donde
el buffer se mantiene siempre constante. Como el buffer se mantiene
constante, las alteraciones termoforéticas solo pueden surgir de cambios en el
tamafio, carga o entropia de solvatacion de las moléculas fluorescentes. Como
la concentracion de la molécula marcada fluorescentemente también se
mantiene constante, la interaccion con otra molécula, puede cuantificarse

midiendo el cambio en termoforesis de la molécula marcada.
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El movimiento termoforético de la molécula fluorescente se mide mediante el
monitoreo de la distribucién de fluorescencia F dentro del capilar en el equipo
NanoTemper Monolith NT. 115. El gradiente microscopico de temperatura es
generado por un laser infrarrojo, el cual se enfoca en el capilar y es
fuertemente absorbido por el agua. Antes que se encienda el laser, las
moléculas se distribuyen de forma homogénea dentro del capilar. Cuando se
enciende el laser se observan dos fenbmenos separados en escala temporal.
Como primera respuesta, la fluorescencia del colorante cambia debido a su
dependencia intrinseca con la temperatura. Como segunda respuesta, las
moléculas se mueven desde la zona mas caliente del gradiente a la zona mas
fria en la parte mas externa del capilar y por lo tanto la concentracién de las
moléculas en la region caliente disminuye hasta que alcanza un estado estable

en una escala de tiempo de aproximadamente 10s a 30s.

Al aumentar la concentracion del ligando sin marcar y manteniendo la
concentracion de la molécula marcada constante, la fraccion de complejos
aumenta hasta que todas las moléculas fluorescentes forman complejos con el
ligando valorado. Asi, la fraccion de moléculas unidas x se puede derivar a
partir del cambio medido en la fluorescencia normalizada Fnom (AFnorm) [User
Manual for the Monolith NT.115].

Los anticuerpos fueron marcados con Monolith NT™ Protein Labeling Kit RED-
NHS. Para el marcado de los anticuerpos se utilizaron 100uL ~15uM de
anticuerpo a los que se adicionaron 100uL del fluor6foro a una concentraciéon
de 45uM en 100% DMSO. La mezcla se incub6é 30 minutos en oscuridad a
Tamb.

Para eliminar el exceso de fluoréforo se realizé una cromatografia de exclusion
molecular en columnas Sphadex G-25 proporcionadas por el kit. La columna se
equilibré con 3 x 3mL de buffer PBS. Se sembraron los 200uL de muestra y
luego que este volumen entré6 completamente en la columna se adicionaron
300uL de PBS, luego se agregaron 600uL de PBS y se descartaron los

primeros pL que salieron de la columna. Los ultimos 500 pL se colectaron en
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alicuotas y se midio la concentracion para evaluar la concentracion de proteina.
Para ello se midié la absorbancia a 280 nM y a 650nM (e= 250.000 M™*cm™).

Para la medida de termoforesis se prepararon 16 tubos con diluciones seriadas
de NO,-NGF, siendo la concentraciéon mas alta 35 pM y la més baja 0,011 pM.
En los experimentos con el péptido la concentracion mas elevada de péptido
fue de 40 uM y la méas baja 0,012 puM. Ademas cada tubo contiene
concentracion constante de anticuerpo marcado fluorescentemente (~0,2uM).
Previo a cargar la muestra en los capilares se incubd 60 minutos a Tamb en
oscuridad. Se utilizaron capilares con tratamiento estandar y una potencia de
led de 20.

Todas las corridas se realizan por duplicado y los resultados fueron analizados
con los softwares MO-S001 MO. Control & MO. Affinity Analysis y MO-S002
MO. Affinity Analysis. Como el andlisis con estos programas no fue
comparativo, se grafico la fluorescencia normalizada en funcion de la
concentracion del ligando (NO,-NGF o NO,-péptido) con el programa Graph
Pad Prism 5.02. Los datos se representan como promedios * desvio estandar

de experimentos independientes.
Experimentos de Resonancia Plasménica de Superficie (SPR)

El sistema de Biacore monitorea interacciones moleculares en tiempo real,
usando una tecnologia libre de marcaje que responde a cambios en la
concentracion de moléculas en una superficie sensor cuando las moléculas se
unen o se disocian de dicha superficie. El principio de deteccién esta basado
en la resonancia plasmonica (SPR de su sigla en inglés, Surface Plasmon
Resonance), la cual es sensible a cambios en el indice de refraccién dentro de
aproximadamente 150nm desde la superficie del sensor. Para estudiar la
interaccién entre dos moléculas, una es unida a la superficie (ligando) y la otra
es inyectada en un flujo continuo en la solucién amortiguadora de la muestra a
través de la superficie (analito). La respuesta SPR es directamente

proporcional al cambio en la concentracion de masa cerca de la superficie.
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Las medidas de afinidad fueron realizadas en el equipo GE Healthcare Biacore
T200 del laboratorio de Microbiologai Estructural del Insitut Pasteur de Paris a

cargo del Dr. Pedro Alzari.

Ensayo 1

Los anticuerpos anti-NO,-NGF, 12G8 y 4C6 en 10mM acetato de sodio pH 5
fueron inmovilizados en un chip CM5 a través de grupos amino de los
anticuerpos utilizando procedimientos estandares de acoplamiento (Amine
Coupling Kit, GE Healthcare) a niveles de 6500 y 7200 unidades de respuesta
(RU) respectivamente. La celda de flujo de referencia corresponde a

carboximetildextrano.

Los ensayos de union se realizaron a 25°C inyectando distintas
concentraciones en serie de NO,-péptido a un flujo de 50uL/min. La disociacién
del péptido fue realizada por inyeccion del buffer de corrida, y la superficie fue
regenerada inyectando un pulso de 15 segundos de 0,01% de SDS.

Ensayo 2

Las proteinas NO,-NGF y NGF diluidas en 10mM acetato de sodio pH 4,5
fueron inmovilizados en un chip CM5 utilizando procedimientos estandares de
acoplamiento (Amine Coupling Kit, GE Healthcare) a niveles de 2000 y 3300
unidades de respuesta (RU) respectivamente. La celda de flujo de referencia

fue preparada con el mismo procedimiento en ausencia de proteina.

Los ensayos de union se realizaron a 25°C inyectando diluciones seriadas de
mAbs 12G8 y 4C6 a un flujo de 25 pL/min. Para verificar la ausencia de
uniones inespecificas se utilizé una inmunoglobulina heterdloga (anti-AMAL de
Plasmodium vivax). La disociacion de los anticuerpos se llevd a cabo
inyectando buffer de corrida, y la superficie fue regenerada inyectando un pulso
de 15 segundos de 10mM Glicina/HCI pH 1,5. El buffer de corrida para ambos
métodos fue PBS 0,05% Tween 20. Los datos de SPR fueron analizados con el

software suministrado por el fabricante del equipo.
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Como la fase de asociacion no alcanzé un estado de equilibrio final, los valores
estimados del nivel de respuesta de equilibrio (Req) se obtuvieron por
extrapolacion de las curvas experimentales previstas de un modelo de ligando
heterogéneo. Las curvas de saturacion obtenidas de la grafica de Req en
funcion de la concentracion péptido/mAb se ajustaron a un modelo de estado
estacionario para obtener un equilibrio de disociacion con las constantes Kp.
Las velocidades de disociacion (Ke) se obtuvieron por ajuste global de la tasa
de disminucion de RU luego de la inyeccion del analito. El tiempo medio de

disociacion (t %2) se calculd con la ecuacion: t ¥z = In 2/Koff.

Objetivo 2: Determinar actividad neutralizante especifica en cultivos

celulares

Tratamiento de células PC12 con NGF, NO,-NGF y su bloqueo por mAbs

La actividad biolégica del B-NGF puede ser analizada en cultivos de células
PC12 de acuerdo al protocolo de Greene et al. (Greene, Aletta et al. 1987). El
dia 1 se plaguearon 15000 células por pocillo en una placa p24 pre-tratada con
colageno en medio RPMI con 10% de suero de caballo (HS, del inglés Horse
serum) y 5% de suero fetal bovino (FBS, del inglés Fetal Bovin Serum) con
penicilina — streptomicina (reactivos de Gibco, Life technologies, Thermo
scientific, USA). Luego de 24 horas se lavaron las células con PBS y se
trataron con B-NGF 20 ng/mL (0,7 nM) en medio RPMI deprivado de suero. Los
anticuerpos 12G8, 4C6 y anti-NGF (Millipore) se adicionaron conjuntamente
con el NGF a una concentracion de 1lupg/mL. La diferenciacion celular fue

evaluada cinco dias post-tratamiento observando el crecimiento de neuritas.

Cultivos puros de motoneuronas

En los siguientes experimentos participé en el disefio experimental de los
mismos, en la preparacion del B-NGF y en la discusion y procesamiento de los

resultados.

Los cultivos de motoneuronas fueron preparados a partir de médula espinal de

embriones de rata de 15 dias de gestacion (E15) mediante una combinacion de
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centrifugacion en gradiente con Optiprep™ e inmunopanning con el anticuerpo
monoclonal 1g192 anti p75"™%, como se describié previamente en Pehar et al.
2006 (Pehar, Vargas et al. 2006) (reactivos de Gibco, Life technologies,
Thermo scientific, USA). Las motoneuronas fueron plaqueadas a una densidad
de 3500 células por pocillo en placas p24 pre-tratadas con poliornitina-laminina.
Los cultivos fueron mantenidos en medio Neurobasal suplementado con 2% de
HS, 25 mM de L-glutamato, 25 pM de 2-mercaptoetanol, 0,5 mM de L-
glutamina, y 2% de suplemente B-27. Para la sobrevida de las motoneuronas
se adicion6 Factor Neurotrofico Derivado de la Glia 1 ng/mL (GDNF)
adicionado al medio de cultivo. La muerte de motoneuronas inducida por la
deprivacién del factor tréfico fue determinada en todos los experimentos como
control y nunca supero el 50%. Los tratamientos con NO,-NGF 100ng/mL, con
anticuerpos anti-NGF 2 pg/mL, y con los mAbs anti- NO,-NGF 2 pg/mL se
realizaron 3 horas después del plagueo. La supervivencia de motoneuronas fue
analizada 48 horas después por conteo de las neuronas con un tamafio de
neuritas mayor a cuatro veces el tamafio del soma celular. Para ello, las
motoneuronas se fijaron con 4% de paraformaldehido (PFA) y 0,1% de
glutaraldehido, y tefiidas finalmente con hematoxilina.

Cada experimento se repitié 4 veces y los datos se mostraron como promedio +
desvio estandar. La comparacion de los promedios fue realizada con ANOVA
de un factor con el test de Tukey de comparacion mdltiple. Las diferencias se
mostraron como estadisticamente significativas cuando p<0,05. Los analisis se

realizaron con el programa GraphPad Prism 5.02.

Objetivo 3: Uso de los mADbs para detectar NO,-NGF in vivo en un modelo

de ELA en ratas transgénicas hSOD®%*
Animales

Todos los procedimientos realizados con los animales de laboratorio fueron
realizados de acuerdo a la Comision Honoraria de Experimentacion Animal
(CHEA) y fueron aprobados por el comité institucional animal. Las ratas

transgénicas Sprague Dawley SOD1G93A L26H, originalmente desarrolladas
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por Howlan y col. (Howland, Liu et al. 2002), fueron adquiridas en Taconic
Farms Inc. y mantenidas en URBE (Facultad de Medicina, UdelaR). Estos
animales sobreexpresan el gen SOD1 humano mutante, donde el residuo
Glicina 93 es sustituido por una Alanina. Este transgénico desarrolla una
patologia similar a la ELA en humanos con una pardlisis y distrofia muscular
prograsivas que terminan con la muerte del individuo. El inicio de la
enfermedad fue determinado mediante el examen clinico periddico de
trastornos en el movimiento, expresados tipicamente como una sutil cojera o
arrastre de una extremidad posterior. Las ratas fueron sacrificadas cuando
alcanzaron la etapa final de la enfermedad.

Para determinar cuales animdales son transgénicos es necesario relizar un
genotipado mediante PCR con cebadores que detectan la presencia del gen
SOD1 humano. El mismo se realizé a partir de una muestra de la cola de ratas
de 21 dias las cuales se incubaron en buffer de lisis (28mM Tris-HCI; 72mM
Tris base; 5mM EDTA; 7mM SDS; 200mM NaCl y 20ug/mL de proteinasa K) a
65°C por 15 minutos, luego 16 horas a 50°C, y finalmente 15 minutos a 95°C.
Se centrifugd a 14000g por 5 minutos y se utiliz6 1pL de una dilucion
1:20 en H,0O del sobrenadante para realizar una PCR con los cebadores
correspondientes a la SOD1 humana (f-CATCAGCCCTAATCCATCTGA vy r-
CGCGACTAACAATCAAAGTGA). Las condiciones de la PCR fueron las
siguientes: una desnaturalizacion de 5 minutos a 94°C seguida de 30 ciclos de
1 minuto a 94°C, 45 segundos a 60°, 30 segundos a 72° y una terminacion de
10 minutos a 72° EIl resultado de la reaccion fue evaluado mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% con tincion en base a nitrato

de plata.

Diseccién de médula espinal de rata adulta hSOD®%*A

Los animales fueron anestesiados profundamente con 90% de Ketamina y 10%
de Xilacina, y perfundidos transcardiacmente con tampén salino 0,9%, PFA 4%
en PBS (0,1M, pH 7,4) a un flujo constante de 10 mL/min con 250mL por
animal aproximadamente. La médula espinal fijada fue extraida y post-fijada en
PFA 4% en PBS durante 24 horas. Se realizaron tres lavados con PBS y se
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incubd el tejido en sacarosa 30% durante 72 horas. La médula espinal
crioprotegida se congeld en nitrégeno liquido y se almacen6 a -80°C.

Inmunohistoquimica de fluorescencia de médula espinal de rata
transgénica hSOD®%*

Se realizaron cortes de 30um de espesor en criostato a -20°C, las secciones
fueron colectadas en PBS para la inmunohistoquimica. Los cortes fueron
permeabilizados durante 30 minutos a temperatura ambiente con Tritdbn X-100
0,5% en PBS, se realizaron tres lavados con PBS, y se bloque6 con BSA 5%
en PBS durante 1 hora a Tamb. Los anticuerpos primarios, mAbs 12G8, 4C6
(1:200), y anti-GFAP (1:500 SIGMA), se incubaron ON a 4°C en una solucion
de Tritobn X-100 0,3%. Para el ensayo de competencia con el NO,-péptido los
anticuerpos primarios fueron incubados conjuntamente con 50 y 200ug/mL del
mismo. Se realizan tres lavados de 10 minutos con PBS, y se incubé con los
anticuerpos secundarios conjugados a Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 633
(Invitrogen) durante 2 horas a Tamb. Las secciones de médula espinal con
inmunotincion fueron montadas sobre portaobjetos gelatinizados (DELTALAB)
con Mowiol (24 g de Glicerol, 9,6 g Mowiol, 48 mL Tris HCL 0,2 M pH 8,5 para

un volumen final de 250 mL).
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RESULTADOS
1. Sintesis de NGFy NO,-NGF recombinante humano en E. coli

Para poder desarrollar anticuerpos monoclonales que reconozcan
particularmente el residuo de tirosina 52 de la molécula de NGF modificado
post-traduccionalmente por nitracion, fue imprescindible sintetizar NGF de
forma recombinante para obtener las cantidades necesarias a un menor costo
gue el NGF comercial. EL NGF recombinante se sintetizd en bacterias E. coli
de acuerdo al protocolo desarrollado por Rattenholl et al en el afio 2001
(Rattenholl, Lilie et al. 2001).

En la figura 8 se muestran los cromatogramas de la purificacién del proNGF por
intercambio catidnico (A) y del NGF (B). En ambos puede observarse un pico
principal que eluye a la mitad del gradiente de NaCl de 0 — 0,5M. Tanto en la
purificacion de proNGF, como en la de NGF maduro se observa un pico unico,
apareciendo un segundo pico correspondiente a la tripsina en el cromatograma

del NGF digerido con tripsina.

Luego de la purificacion, las muestras se analizaron por SDS-PAGE con tincién
de nitrato de plata [Figura 9]. Tanto en carril correspondiente al pico de elucién
del cromatograma del proNGF como en el carril del cromatograma de la
purificacion de NGF, se observan bandas del tamafio esperado de proNGF y

NGF con una alta pureza.

Para determinar si el NGF recombinante posee actividad biologica, se
realizaron cultivos de células PC12 que se diferencian por la accion del NGF
adoptando un fenotipo neuronal facilmente observable por el crecimiento de
neuritas que proyectan desde el soma [Figura 10]. Como resultado se observa
la diferenciacion de las células PC12 con un gran crecimiento de neuritas, lo

cual indica que el NGF recombinante posee actividad biol6gica.
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Figura 8. Purificacion de proNGF y NGF mediante cromatografia de
intercambio catidnico. La linea azul corresponde a la concentracién de
proteina medida a una longitud de onda de 280nm, la linea marrén es la
variacion de la conductancia, la verde muestra el cambio de concentracién
de NaCl y en color rojo se muestra el fraccionamiento durante la elucion. En
A se observa el cromatograma de purificacion del proNGF con un pico Unico
gue tiene su punto medio en la mitad del gradiente de NaCl. En B se
muestra el cromatograma de la purificacion del NGF luego de la digestion
con tripsina. Al comienzo del mismo se observa un pico correspondiente a la
tripsina, y dentro del gradiente de NaCl se observa el pico de elucién del
NGF.
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Figura 9. SDS-PAGE de la purificacion de NGF. El gel fue tefiido
con nitrato de plata. En la linea 1 se sembré la muestra
renaturalizada previo al intercambio catidnico; en el carril 2, el
pico mayoritario de la elucién de la cromatografia; y en el carril
3, el pico de elucién correspondiente al NGF maduro luego del
corte con Tripsina y posterior purificacion mediante
cromatografia de intercambio catidnico. En la linea 4 se observa
el marcador de peso molecular de Fermentas.

Figura 10. Actividad del NGF recombinante en cultivos de células PC12. En la parte
A se muestra el control donde las células fueron deprivadas de FBS y no recibieron
tratamiento. En la parte B, las células PC12 se cultivaron sin FBS luego de 24 horas
de cultivo y se trataron con NGF 20 ng/mL durante 5 dias.
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El rendimiento del protoloco de expresién es bajo, debido a que el NGF se
produce de forma insoluble y forma cuerpos de inclusion. En todos los pasos
de purificacion precipita un porcentaje de proteina, y finalmente el rendimiento
es de aproximadamente 10 mg de proNGF, cada 8 g de pellet inicial, que se
reducen a aproximadamente 5 mg de NGF activo luego de la protedlisis con
tripsina.

Estos rendimientos son bajos comparados con lo reportado en la bibliografia
para protocolos similares (Rattenholl, Lilie et al. 2001). Esto podria ser
optimizado si el NGF recombinante se produce de forma soluble en baceterias,

lo cual es dificultoso debido a la estructura de nudo de cisteinas.

Para utilizar como antigeno, el NGF recombinante fue nitrado con peroxinitrito y
luego de la reaccion se analizé por SDS-PAGE la formacion de oligobmeros
[Figura 11]. Si bien se observa formacion de especies de alto peso molecular,
este patron no es igual al observado con el NGF de raton de Harlan (Pehar,
Vargas et al. 2006). Esto podria deberse a pequefias cantidades de proNGF
que no llegaron a digerirse con tripsina y que forman oligémeros heterogéneos

con las moléculas de NGF maduras.
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Figura 11. SDS-PAGE de NO_-NGF recombinante.

El gel fue tefido con nitrato de plata. En el carril
1 se observa el NGF, y en el carril 2 el NOZ—NGF

luego de la reaccibn de nitracion con
peroxinitrito. El la linea 3 se muestra el marcador
de peso molecular de Fermentas.
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2. Desarrollo de anticuerpos monoclonales anti NO,-NGF, que
reconocen especificamente a la tirosina 52 nitrada en el contexto de la

molécula de NGF.

El objetivo principal del proyecto fue la generacion de anticuerpos
monoclonales (mAbs) que reconozcan especificamente al NGF nitrado y no al

NGF ni a otras proteinas nitradas.

En los primeros intentos de generar anticuerpos que reconozcan
especificamente un epitope del NO,-NGF que contenga la Tirosina 52 nitrada,
se realizaron inmunizaciones con la proteina entera nitrada con peroxinitrito.
Esto se realizé varias veces, tanto en nuestro laboratorio como en la empresa
Genscript. Estos procedimientos nos llevaron a generar anticuerpos que no

reconocian de forma especificamente la variante nitrada.

Finalemente, se disefidé un péptido sintético de 11 aminoacidos, que contiene la
secuencia del NGF de una de las regiones que interacciona con el receptor
p75"TR. Dicha region contiene la Tirosina 52 es su parte central, por lo que el
péptido contiene una NO,-Tirosina. Dicho péptido fue utilizado para inmunizar
ratones y posteriormente para detectar los clones productores de anticuerpos

de interés.

Para la generacion de anticuerpos se inmunizaron 10 ratones BALB/c con el
péptido [VFKQ-Tyr-NO,-FFETKC] conjugado a la proteina KLH (del inglés
Keyhole limpet hemocyanin) como inmundgeno. Todos los ratones mostraron
respuesta inmune satisfactoria para aislar los linfocitos B y generar hibridomas.
Los sobrenadantes de los clones (hibridomas) fueron analizados por dos
estrategias de ELISA [Tablal], y se seleccionaron aquellos que: i) se unieron al
péptido nitrado y al NO,-NGF, ii) no se unieron al péptido sin nitrar
[VFKQYFFETKC]. En estas condiciones se encontraron cuatro clones con las

caracteristicas deseadas, denominados 4C6, 7G8, 12G8 y 16C6.
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Dilucién del sobrenadante Blanco
Clones Titulo | Antigeno |Isotipo del mAb
1:10 | 1:30 | 1:90 | 1:270 | 1:810 | 1:2430| Promedio
1,822 | 1,552 | 1,136 | 0,953 | 0,885 | 0,508 0,073 >1:2430 A lgG1,k
4c6 0,16 | 0,112 | 0,089 | 0,082 | 0,081 | 0,076 0,081 <1:10 B lgG1,k
2,435 | 2,194 | 1,485 | 0,944 | 0,457 | 0,223 0,080 1:2430 C lgG1,k
1,798 | 1,658 | 1,129 | 0,959 | 0,816 | 0,392 0,073 1:2430 A lgG1,k
7G8 0,109 | 0,106 | 0,098 | 0,083 | 0,083 | 0,079 0,081 <1:10 B lgG1,k
2,154 | 1,934 | 1,469 | 0,774 | 0,54 | 0,244 0,080 1:2430 C lgG1,k
2,953 | 2,355 | 1,763 | 0,948 | 0,656 | 0,359 0,073 1:2430 A lgG1,x
12G8 0,109 | 0,107 | 0,093 | 0,090 | 0,089 | 0,083 0,081 <1:10 B lgG1,k
2,192 | 1,812 | 1,559 | 1,030 | 0,628 | 0,327 0,080 1:2430 C lgG1,k
2,013 | 1,577 | 0,924 | 0,562 | 0,472 | 0,248 0,073 1:2430 A lgG1,x
16C6 0,103 | 0,094 | 0,093 | 0,087 | 0,079 | 0,079 0,081 <1:10 B lgG1,x
1,715 | 1,636 | 1,324 | 0,81 | 0,584 | 0,282 0,080 1:2430 C lgG1,k

Tabla 1. Titulo de sobrenadantes de los clones seleccionados. Cada sobrenadante fue
analizado en tres ELISAS donde se sensibilizé con tres antigenos distintos: A) Péptido
nitrado, B) peéptido sin nitrar, y C) NO,-NGF. Los cuatro clones mostraron una alta

afinidad tanto por el péptido nitrado como por el NO_-NGF, mientras que no reconocen

el péptido sin nitrar. EL titulo es la mayor dilucién con un cociente Positivo/Blanco=2,1.
Todos los mAbs son del isotipo IgG1,k.

Estos hibridomas fueron inoculados en ratones para su produccion in vivo por
generacion de ascitis. Donde los hibridomas se multiplican a gran escala y
liberan a la cavidad peritoneal el anticuerpo monoclonal. De ésta forma se
producen grandes cantidades del anticuerpo de interés que luego debe ser
purificado. En este caso, los mAbs fueron purificados mediante cromatografia
de afinidad con proteina A/G. La especificidad, titulo [Tabla 2] y pureza [Figura

12] fue analizada luego de la purificacién.

Luego de la purificacion mediante cromatografia de afinidad, los cuatro mAbs
mostraron especificidad en ensayos de ELISA por el NO,-NGF frente al NGF
sin nitrar. El titulo fue el mismo para los cuatro clones, siendo de 1:81000 en el
caso del reconocimiento del péptido nitrado, y de 1:27000 cuando se unen al
NO,-NGF.
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L Anticuerpo purificado (A450) L Anticuerpo purificado (A450)
12G8 Dilucion 7G8 Dilucién

A B C A B C
1 1:1000 1,041 0,089 0,427 1 1:1000 1,063 0,11 0,512
2 1:3000 0,773 0,081 0,372 2 1:3000 0,918 0,084 0,365
3 1:9000 0,582 0,076 0,275 3 1:9000 0,721 0,083 0,239
4 1:27000 0,414 0,076 0,186 4 1:27000 0,559 0,077 0,152
5 1:81000 0,28 0,074 0,122 5 1:81000 0,365 0,071 0,097
6 Blanco 0,066 0,64 0,067 6 Blanco 0,066 0,064 0,067
Titulo 1:81000 <1:1000 1:27000 Titulo 1:81000 <1:1000 1:27000
N Anticuerpo purificado (A450) I Anticuerpo purificado (A450)
16C6 Dilucion 4ace Dilucién
A B C A B C
1 1:1000 0,703 0,082 0,414 1 1:1000 1,023 0,123 0,531
2 1:3000 0,56 0,075 0,314 2 1:3000 0,889 0,09 0,343
3 1:9000 0,423 0,071 0,237 3 1:9000 0,742 0,078 0,250
a4 1:27000 0,26 0,070 0,170 4 1:27000 0,535 0,069 0,159
5 1:81000 0,209 0,070 0,112 5 1:81000 0,384 0,067 0,097
6 Blanco 0,066 0,064 0,067 6 Blanco 0,066 0,064 0,067
Titulo 1:81000 <1:1000 1:27000 Titulo 1:81000 <1:1000 1:27000

Tabla 2. Titulo de anticuerpos purificados. Los cuatro clones fueron analizado en tres
ELISAS donde se sensibiliz6 con tres antigenos distintos: A) Péptido nitrado, B)
péptido sin nitrar, y C) NGF-NOZ2. Los cuatro clones mostraron una alta afinidad tanto
por el péptido nitrado como por el NGF-NO2, mientras que no reconocen el péptido sin
nitrar. La dilucion 1:1000 equivale a una concentracién de 1ug/mL. El titulo es la mayor
dilucién con un cociente Positivo/Blanco=2,1.

4C6 7G8 12G8 16C6
94% pureza 99% pureza 90% pureza 90% pureza
200 kDa- e—
200 kDa- s -— 20 s - — 200 kDa- m——
116 kDa-se 116 kDa- s -
116 kDa- e 97.2 kDa-s 97.2 kDa- e -
97.2 KDa- — ' 116 kDa- u—
66.4 kDa- s 97.2 kDa- —
66.4 KDa- s
66.4 kDa- S o
: a- ‘
66.4 kDa- s
44.3 kKDa- -
443 kDa- & 29.0 kDa- s
44.3 kDa--
29.0 kDa-
20.1 kDa- e
14.3 kDa- S
6.5kDa- S 20.1 kDa-j 9.0 kDa-
29.0 kDa- B
M 1 M 1 M 1 M 1

Figura 12. Analisis de pureza mediante SDS-PAGE. Se sembraron 3ug de cada anticuerpo purificado por
cromatografia de afinidad con proteina A/G, y se determiné la pureza. Los porcentajes de pureza determinados
por el analisis fueron de 94% para el mAb 4C6, 99% para el mAb 7G8 y 90% para los mAbs 12G8 y 16C6. El
andlisis fue realizado por Genscript.
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Para determinar la pureza de los mAbs luego de la purificacion por
cromatografia de afinidad, se realiz6 un analisis por SDS-PAGE. Los mAbs
4C6 y 7G8 son los de mayor pureza, con valores de 94% y 99%
respectivamente. Mientras que para los mAbs 12G8 y 16C6 el proceso de
purificacion resultd menos eficiente, obteniéndose un 90% de pureza para

ambos.

Los valores de los ELISA y la pureza de estos mAbs, hacen de ellos una buena
herramienta para diversas técnicas tales como Western Blot,
Inmunohistoquimica, ensayos celulares y estudios estructurales, lo cual
permitio realizar un abordaje completo para su caracterizacion. De todas
formas, los valores de pureza podrian mejorarse si se realiza una purificacion

por afinidad con el péptido sintético nitrado.

3. Especificidad de los mAbs por el NO,-NGF, frente al NGF y a otras

proteinas nitradas.

Para determinar la especificidad de los mAbs por el NO,-NGF frente al NGF y a
otras proteinas nitradas se realizé un Dot-Blot. En el mismo se sembraron
100pug de NGF, NO,-NGF, BSA (Seroalbumina bobina) y NO,-BSA en gotas
individuales [Figura 13]. Tanto el NGF como la BSA fueron nitrados con ONOO.

Figura 13. Analisis de

12G8

4C6

7G8

16C6

3-NT

especificidad de los mAbs por Dot
Blot. En cada tira de membrana
se sembraron 100ug de NGF,
NOz-NGF, BSA vy NOzBSA en

gotas individuales de 2uL. Se
sembraron seis tiras en total, cada
una se revel6 con un anticuerpo
distinto: mAb 12G8, mAb 4C6,
mAb7G8, mAb 16C6, anti-3-
Nitrotirosina y anti-NGF. Los
cuatro mAbs reconocen
Unicamente al NOZ-NGF, el

anticuerpo anti nitro tirosina
reconoce tanto al NGF como al
BSA nitrados, y el anticuerp20anti-
NGF reconoce tanto el NGF como

a-NGF ¢e| NGF nitrado.



Los cuatro clones desarrollados muestran especificidad por el NO,-NGF en
Dot-Blot, lo cual sugiere que en la interaccion antigeno-anticuerpo estarian
participando no solo el residuo de tirosina nitrado, sino también otros

aminoacidos del NGF.

En el aflo 2006, Pehar et al pusieron en evidencia la oligomerizacion del NGF
cuando este es tratado con peroxinitrito. Se observd que el grado de
oligomerizacién y nitracion era dependiente de la concentracion de peroxinitrito.
En particular se utilizaron cuatro concentraciones de peroxinitrito (0,25, 0,5,
0,75 y 1 mM) y se observaron bandas a la altura del monémero, dimero,
tetramero y octamero. La aparicion de las bandas de mayor peso molecular
aumenta con la concentracion de peroxinitrito en la reaccion de nitracion
(Pehar, Vargas et al. 2006). Se ha visto que las concentraciones en el orden de
picogramos por mililitro de NO,-NGF son capaces de inducir la muerte de
motoneuronas embrionarias de rata en cultivo. Por este motivo, fue relevante
analizar si estos mAbs anti NO,-NGF eran capaces de reconocer, no solo el
mondmero, sino también estos oligobmeros de NO,-NGF. Para ello, se
realizaron siete reacciones de nitracion con concentraciones crecientes de
peroxinitrito (0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 5 y 10 mM). Cada una fue analizada por
Western Blot [Figura 14], donde ademas se sembr6 NGF como control. El
Western Blot fue revelado con el mAb 12G8, y con los anticuerpos anti-NGF y
anti-NO,-Tyr como controles. Este experimento se repitio para los mAbs 4C6,

7G8 y 16C6 obteniéndose resultados similares.

Se vio que el mAb 12G8 es capaz de reconocer los oligdmeros de NO,-NGF,
tanto el monomero (13,2 KDa), el dimero (26 KDa) como el tetramero (54 KDa)
y el octamero (108 KDa). Los resultados con los mAbs anti-NGF y anti-NO,-Tyr
indican que las bandas de alto peso molecular efectivamente corresponden a
NGF nitrado.
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ONOO (mM) ONOO (mM) ONOO (mM)

NGF 0.25 0.5 0,75 1.0 2.0 5.0 10.0 NGF 0.25 0.5 0,75 1.0 2.0 5.0 10.0 NGF 0.25 0.5 0,751.0 2.0 50 100

T ——-—e -

| - D GED e @D -
Anti-NGF Anti-NO,Tyr Anti-NO ,NGF

Figura 14. Reconocimiento de oligomeros de NO,NGF por los mAbs. Se realizaron siete reacciones de nitracion

con concentraciones crecientes de peroxinitrito (0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 5 y 10 mM). Se sembraron 200ng de
proteina en cada carril y en el primer carril se sembré NGF sin nitrar como control. El Western Blot se reveld con
anti-NGF, anti-NO,Tirosina y el mAb 12G8.

4. Evaluacion de la afinidad de los mAbs por el epitope aislado vs. la

proteina entera mediante ELISA.

Los mAbs anti-NO,-NGF fueron disefiados para neutralizar la actividad de esta
proteina in vivo, por ello fue importante determinar si son capaces de reconocer
la proteina entera con alta afinidad. Para analizar esta caracteristica se realizé
un ELISA en donde se compard la capacidad de los mAbs a unirse al NO,-NGF
vs. el péptido nitrado para los cuatro mAbs [Figura 15]. Estos resultados
revelaron que los mAbs 12G8 y 16C6 reconocen mas fuertemente al NO,-NGF
que al péptido nitrado, sugiriendo el reconocimiento de un epitope que abarca
mas aminoacidos que los contenidos en el péptido. En este ensayo de ELISA
no se utilizaron cantidades equimolares de péptido y proteina, de hecho la
cantidad de péptido utilizado esta ~40 veces mas concentrado en unidades de
molaridad que el NO,-NGF. Debido a esto, probablemente se esté
subestimando la afinidad que tienen estos anticuerpos por el NO,-NGF en

comparacion con el péptido.
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Figura 15. ELISA comparativo, NO_-NGF vs. Péptido nitrado. ELISA indirecto en el
que se sensibilizé con NO,-NGF y NO,-péptido con el fin de evaluar la capacidad de

union de cada mAb con ambos antigenos. Los mAbs 12G8 y 16C6 se unen de
manera similar al NO,-NGF y al NO,-péptido, aunque levemente mas al péptido.

Mientras que los mAbs 7G8 y 4C6 reconocen mas fuertemente el péptido nitrado
que el NO,-NGF. Las barras de error corresponden al desvio estandar de réplicas

analiticas.

En el caso de los mAbs 7G8 y 4C6, la grafica muestra una diferencia notable
entre la union al péptido y la unién a la proteina, siento esta ultima la mas débil.
Si se hubiesen utilizado cantidades equimolares de ambos, seguramente esa
relacion se revierta. De todas formas, podemos comparar la union al NO,-NGF
de los mAbs 12G8 y 16C6 y los mAbs 7G8 y 4C6, y concluir que los mAbs
12G8 y 16C6, se unen mas fuertemente al NO,-NGF que los mAbs 7G8 y 4C6.
Por lo tanto, los mAbs 12G8 y 16C6 serian mejores candidatos para la
neutralizacion de NO,-NGF in vivo. Segun nuestra hipétesis el NO,-NGF es un
marcador de neuroinflamacion en enfermedades neurodegenerativas como la
ELA o EA, por lo tanto, estos mAbs podrian ser utilizados para determinar los

niveles de neuroinflamacion mediante ensayos de ELISA.

Mediante una colaboracion con el laboratorio del Dr. Pedro Alzari en el Institut
Pasteur de Paris, se secuenciaron los cuatro mAbs con el objetivo de poder
modificar su secuencia en etapas posteriores a este proyecto donde se

mejoraran genéticamente para aumentar la afinidad y especificidad de los
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mAbs por el NO,-NGF. Las secuencias se obtuvieron por la empresa
Genscript. Con el fin de determinar si las diferencias observadas en los
ensayos de ELISA tienen una base en la diferencia de secuencia entre los
mADbs se realiz6 el alineamiento de los cuatro mAbs [No se muestran los datos].
A partir del analisis de las secuencias se demostré una diferencia de secuencia
entre los dos grupos, sobre todo a nivel de la cadena liviana y en el CDR3
(regidn determinante de la complementariedad 3) de la cadena pesada. Los
mAbs 7G8 y 4C6 son idénticos entre si, mientras que los mAbs 12G8 y 16C6
poseen diferencias en dos posiciones. En el aminoacido 86 de la cadena
pesada del mAb 12G8 hay una Arginina y en el 16C6 hay una Lisina, dicha
posicion se corresponde con el siguiente aminoacido luego del extremo
carboxi-terminal del CDR2. La otra diferencia radica en la posicion 81 de la
cadena liviana, donde se observé que el mAb 12G8 tiene una Histidina y el
16C6 una Asparagina. En este caso, dicha posicién se encuentra dentro del

CDR2 de la cadena liviana.

Debido a la diferencia de secuencia aminoacidica entre ambos grupos de
mADbs, es razonable encontrar diferencias con respecto a la uniéon con el
antigeno. Las dos diferencias puntuales entre los mAbs 12G8 y 16C6 no
significarian una gran diferencia, pero no se descartan modificaciones en la

constante de afinidad (Kp) de estos con el antigeno.

5. Escaner de alaninas mediante ELISA para determinar los
aminoacidos del epitope que participan en el reconocimiento antigeno-

anticuerpo.

En la interaccion antigeno-anticuerpo participan tanto aminoacidos del
anticuerpo que forman parte del paratope, como aminoacidos presentes en el
antigeno que forman el epitope. Quisimos estudiar cuales aminoacidos del
antigeno son relevantes para el reconocimiento por cada uno de los mAbs.
Para ello, se disefiaron 11 péptidos sintéticos iguales al péptido utilizado para
la produccion de los mAbs, pero difieren entre si ya que cada uno tiene una

mutacion en una posicion del péptido donde se sustituye el aminoacido original
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por una Alanina [Figura 16]. Es por esto, que el método empleado se denomina

“escaner de alaninas”.

Nativo Nt-V F K Q ® F F E T K-Ct
Sustituciones Nt- V' F K Q F F E T Ct
Porflanin® WV F K Q % F F E @@Ct
NV F K a(Y)F F(A)T K-t

Ne-v Fok a(Y)F(A)E T K-

-V F K @(Y)(A)F E T K-t

N-V F K @(A)F F E T K-t

NV F KA F FE T K-t

nev F(A)a(Y)F F E T K-t

-V (A) Kk @(Y)F F E T K-t

v Nn{A)F Kk @(Y)F F E T K-t

Figura 16. Péptidos utilizados en el scan de alaninas. Se
muestran los péptidos disefiados y sintentizados para la
determinacion de los aminoacidos relevantes dentro del
epitope en la unién antigeno-anticuerpo. En la parte central y
con borde rojo se muestra la NO,-Tyr. En total se utilizaron 11

péptidos.

En la figura 17 se esquematizan los resultados del ELISA del escaner de
alaninas. Con respecto al mAb 16C6, los aminoacidos del péptido sintético
importantes para la interaccion antigeno anticuerpo son la Valina 48, la NO»-
Tyr 52, la Fenilalanina 53 y la Lisina 57. La Fenilalanina 49 también esta
implicada en dicha interaccion, aunque en menor medida que los otros
aminoacidos mencionados. En el caso del mAb 12G8 los resultados fueron
similares a los del 16C6 con la diferencia de que la Lisina 50 y la Glutamina 51
estarian participando también de la interaccion antigeno-anticuerpo. Estas
diferencias podrian deberse a la sutil variacién de secuencia a nivel del CDR2

entre estos mADbs.
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Como se vio anteriormente en el analisis de las secuencias, los mAbs 4C6 y
7G8 son idénticos en su secuencia, por lo que era de esperar que este ELISA
resulte similar para ambos. En el caso de estos mAbs, los aminoacidos del
epitope implicados en el reconocimiento antigeno anticuerpo son la Lisina 50,

la NO,-Tyr 52 y la Fenilalanina 54.

Ademas se observo que las diferencias entre los mAbs 12G8 y 16C6 no
estarian modificando los residuos relevantes para en la interaccion de los mAbs
con el NO,-péptido. Por otro lado, se evidenciaron bolsillos hidrofébicos en
torno al paratope que favorecerian la union inespecifica de estos mAbs.
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Figura 17. ELISA de scan de alaninas. Los pocillos fueron sensibilizados con los diferentes péptidos
esquematizados en la Figura 17. En la parte A, se grafico el ELISA del mAb 16C6; en la B, el del 12G8; en
la C la del 7G8; y en la D, la del 4C6. Los aminoacidos implicados en la unién antigeno anticuerpo se
resaltan con una flecha. Todos los experimentos se relizaron por duplicado y las barrar de error
corresponden a + desvio estandar. PC es el control positivo y NC el control negativo.

6. Caracterizacion de la afinidad de los anticuerpos por el antigeno

mediante técnicas cuantitativas.

57



Para analizar cuantitativamente la union de los mAbs anti-NO,-NGF con el

antigeno se utilizaron dos abordajes distintos. Por un lado se realizaron

ensayos de Biacore donde se inmovilizo al NGF y NO,-NGF para analizar la

unidn de estos con los mAbs, mientras que para estudiar la interaccion de los

mADbs con el péptido se inmovilizaron los mAbs. Por otro lado, se realizaron

estudios de Termoforesis en el equipo Monolith N.115. Cabe destacar que en

estos ensayos se utilizé el NGF de glandula submaxilar de ratdbn comercial de

mAU
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NO:-NGF
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Figura 18. Cromatografia de exclusion molecular de NGF vs. NO -NGF.

En la parte superior de la figura se muestra el cromatograma del NGF y
en la parte inferior el cromatograma del NO_-NGF, ambos a 280nm,

215nm y 254nm. En ambas curvas se observan picos unicos que eluyen
aproximadamente en el mismo volumen.

la empresa Harlan.
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i. Ensayos de Termoforesis

Un impedimento importante para la realizacion de este estudio es la presencia
de agregados proteicos en la muestra. Como se menciond anteriormente,
cuando el NGF es sometido a la reaccion de nitracion con el peroxinitrito, éste
forma oligobmeros de alto peso molecular. Para intentar eliminar eéstos
agregados se modifico el protocolo de nitracion adicionando un paso de cambio
de buffer al final de la reaccidon y se evitd el congelado y descongelado de la
muestra. Para corroborar la ausencia de agregados se realiz6 un analisis en
cromatografia de exclusion molecular [Figura 18]. Si bien los cromatogramas
del NO,-NGF no son idénticos al del NGF sin nitrar, puede observarse un solo
pico que corresponderia al dimero. Si bien la columna no fue calibrada, el NGF
sin nitrar no forma oligdmeros, por lo que es un buen parametro de
comparacion para evaluar la formacién de oligobmeros en el NGF tratado con

peroxinitrito.

Para verificar la nitracion del NGF se realiz6 una espectrometria de masa del
NO,-NGF vs. NGF en la Unidad de Bioquimica y Prote6mica Analitica (UByPA)
de Instituto Pasteur de Montevideo. Para analizar los resultados, se realizé una
digestidn tedrica) con Tripsina de la secuencia aminoacidica del NGF de ratén

en el sitio Expasy (http://web.expasy.org/peptide_mass/) [Tabla 3]. De los

péptidos con posibles nitraciones, se analiz6 el péptido que contiene a la
Tirosina 52 (péptido 51-57, resaltado con purpura en la tabla 3). En el espectro
de masa correspondiente al NGF se observa un péptido con una relacibn masa
sobre carga (m/z) de 962,5 que corresponde a dicho péptido [Figura 19], este
péptido también fue detectado con un m/z de 945,5 donde el aminoacido
Glutamina se encuentra modificado (Piroglutamina). También se detectaron
otros péptidos que verifican la identidad de la muestra. Mientras tanto, en el
espectro de masa del NO,-NGF aparece el mismo péptido de m/z 962,5, y otro
de 1007 m/z (962 + 45 = 1007) [Figura 19]. Como el grupo nitro tiene un m/z de
45 podemos afirmar que la proteina se encuentra nitrada en la tirosina de la
posicién 52. Para verificar la identidad de este péptido, el mismo fue sometido a
un analisis por fragmentacion (MS/MS). Los espectros del analisis MS/MS

demuestran la identidad del péptido tanto en el espectro del péptido de m/z de
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962,5 como en el de 1007,5 donde todos los fragmentos que contienen la
tirosina aparecen con un m/z de +45 con respecto al espectro del péptido de
m/z 962,5 [Figura 20].

Masa Posicion Secuencia del péptido
2.737 1-25 |SSTHPVFHMGEFSVCDSVSV WVGDK
749 26-32 [TTATDIK
1.804 35-50 (EVTVLAEVNINNSVFR
962 51-57 |QYFFETK
1.019 60-69 |ASNPVESGCR
519 70-74 |GIDSK
1.725 75-88 |HWNSYCTTTHTFVK
777 89-95 [(ALTTDEK
631 96 - 100 |QAAWR
1.180 104 - 114 |IDTACVCVLSR

Tabla 3. Digestién tedrica de la secuencia peptidica del NGF de ratén con
Tripsina. Se muestran los péptidos en orden de acuerdo a su posicién en la
secuencia completa, su posicidon dentro de la proteina y la masa en Daltons
de cada uno. Los aminoacidos Tirosina (Y) y Triptofano (W) se resaltan en
rojo y verde respectivamente. El péptido resaltado en purpura
corresponde a la nitracidn encontrada en el andlisis por espectrometria de
masas.

Al analizar el espectro del NO,-NGF se observa tanto el péptido con la tirosina
nitrada como el péptido sin nitrar lo cual indica que la proteina no se encuentra
nitrada en su totalidad. Seria de gran relevancia, en un futuro, poder determinar

el porcentaje de nitracion luego de la reaccion.
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Figura 19. Espectrometria de masas (MS) del NGF y NO,-NGF digeridos con Tripsina. (A) Espectro de masa de los

péptidos obtenidos de la digestién de NGF de ratdn, se indican dos péptidos que contienen la tirosina 52, y otro
péptido producto de la digestion del NGF; (B) espectro de masa de los péptidos obtenidos de la digestién del NO -

NGF de ratdn, en negro se indican los mismos péptidos que en el espectro del NGF y otro péptido también
perteneciente al NGF, el péptido con iroglutamina aparece también con +45 Da indicando la presencia del grupo
NO,. En rojo se indica el péptido que contiene la tirosina 52 sin nitrar de m/z 962,5 y nitrada de m/z 1007,5 (962,5
+ 45 =1007,5). Con un asterisco se muestran dos péptidos con un de -16 y -32 Da con respecto al péptido de m/z
1007,5, los cuales corresponden a la pérdida de uno y dos oxigenos del grupo nitro respectivamente.
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Figura 20. Espectrometria de masas en tandem (MS/MS) de los péptidos de m/z 962,5 y 1007,5. En la parte superior se
ilustran con las letras b e y los fragmentos tedricos del péptido. (A) Espectro de masa de la fragmentacion del péptido de
m/z 962,5. Las flechas indican los fragmentos detectados; en (B) se muestra el espectro de masa de los fragmentos del
péptido de m/z 1007,5, con las flechas se indican los fragmentos detectados, donde todos los fragmentos que contienen
la tirosina 52 aparecen con +45 Da con respecto al espectro del péptido sin nitrar.

Para llevar a cabo los estudios de termoforesis en el equipo Monolith NT.115,

hay que marcar fluorescentemente una de las moléculas que participa en la

interaccion. La concentracion de la molécula que se marca fluorescentemente

se mantiene constante en todos los capilares, y se realizan diluciones seriadas

de la otra. En este caso, tanto el anticuerpo como el antigeno son muestras

puras, por lo que podria marcarse cualquiera de las dos. En la puesta a punto

se determiné que la forma adecuada para realizar el analisis es con el

anticuerpo conjugado al fluoréforo a una concentracién constante. Debido a la
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similitud de secuencia de los anticuerpos 12G8 y 16C6, y 4C6 con 7G8, el
experimento se realizé con los mAbs 12G8 y 4C6. El andlisis se realiz6 en 16
capilares con diluciones seriadas de NGF y NO,-NGF, donde la concentracion
mas elevada fue de 35uM. Para el andlisis de los mAbs con los péptidos

nitrado y no nitrado la concentracién mas elevada de péptido fue de 40uM.

En el caso del estudio entre los mAbs y el NGF y NO,-NGF la fluorescencia
inicial se mantuvo constante en todos los capilares y el tipo de analisis aplicado
fue de Termoforesis mas Tjump [Figura 21]. Lo mismo sucedid en el analisis
del mAb 4C6 con los péptidos, pero en el caso del mAb 12G8 el analisis
utilizado fue el de fluorescencia inicial. Esto fue debido a que la fluorescencia
de la mezcla entre el mAb 12G8 y el NO,-péptido variaba de acuerdo a la
concentracion del péptido, por ello realizar un andlisis en la zona de
termoforesis no era adecuado. De todas formas, estos resultados no son
comparativos. Una solucion posible a este fendmeno seria disminuir la
concentracion de péptido en el andlisis hasta que la fluorescencia inicial sea

constante en todos los capilares.

Para analizar los resultados se realizaron graficos de Fluorescencia
normalizada (Fnorm) €n funcién de la concentracién de proteina (NGF o NO2-
NGF) o péptido (sin nitrar o NO,-péptido) [Figura 22]. Si bien los graficos
muestran una interaccion entre los mAbs y el NO,-NGF (verde) que no se
observa con el NGF sin nitrar (rojo),no fue posible calcular los valores de Kp
mediante esta técnica. Por este motivo los resultados de interaccion con esta

técnica son meramente cualitativos.

Posiblemente, el hecho de que el NO,-NGF esté formando estructuras de
mayor peso molecular podria estar perjudicando el estudio. Por otra parte,
como el NO,-NGF precipita a mayores concentraciones de las utilizadas se
dificulta partir de una concentracion mayor a 35uM. Una alternativa para
solucionar este problema, seria sintetizar NO,-NGF de forma recombinante con
el sistema desarrollado por Neumann et al. (Neumann, Hazen et al. 2008). Esta
metodologia utiliza una aminoacil tRNA sintetasa capaz de incorporar una NO,-
Tyr en presencia de un codon stop amber TAG. Esto permitiria incorporar el
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grupo nitro de forma co-traduccional mejorando asi la solubilidad de esta
proteina.
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Figura 21. Variacion de fluorescencia en la Termoforesis. Los graficos muestran la fluorescencia relativa
de cada capilar en funcion del tiempo de experimento. La variacion en la fluorescencia se debe a la
incidencia del laser que incide durante 30 segundos sobre cada capilar. Las franjas celestes y rosadas
resaltan los valores de fluorescencia utilizados para el analisis. En la parte A se observa al andlisis para el
mAb 12G8 con el NGF (en rojo) y con el NO_NGF (en verde); en la parte B, el analisis del mAb 12G8 con

el péptido sin nitrar (en rojo) y con el NO,-péptido (en verde); en la parte C el analisis para el mAb 4C6 con
el NGF (en rojo) y con el NO,NGF (en verde); en la parte D, el analisis del mAb 4C6 con el péptido sin
nitrar (en rojo) y con el NO_-péptido (en verde). En los experimentos de A, C y D, los valores analizados

fueron los de la fluorescencia justo antes de la Termoforesis mas el Tjump. En cambio para el experimento
en B se utilizaron los valores de fluorescencia inicial.
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Figura 22. Analisis de Termoforesis. Se muestran los graficos de fluorescencia en funcién de la concentracion de
ligando. Para realizar el andlisis se normalizaron las fluorescencias con respecto al valor del capilar con mayor
concentraciéon de ligando en funcidn de la concentracién de ligando. Estos valores no se ajustan a una curva, son
cualitativos. Todos los experimentos se realizadon por duplicado y las barras de error corresponden a * desvio

estandar.

ii. Ensayos de Resonancia Plasmdnica

En los experimentos con los mAbs anti-NO,NGF se utilizaron dos estrategias
distintas para analizar la unidn entre los mAbs con el NO,-NGF y los mAbs con
el NO,-péptido. Para estudiar la interaccion entre los mAbs con el NO,-NGF se
utilizé a éste como ligando, y al anticuerpo como analito. Mientras que para
analizar la interaccion mAb-NO,-péptido, el anticuerpo actu6 de ligando y el

péptido de analito.

En la figura 23 se muestran los sensogramas de cada experimento, donde se
grafica la sefial SPR en unidades de resonancia (RU, del inglés Resonance
Units) en funcion del tiempo, por lo tanto se observa el progreso de la
interaccién. La concentracion del analito fue puesta a punto previamente. A
partir de los sensogramas se puede determinar la constante cinética que

determina la velocidad de union del analito con el ligando (Ka, constante de
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asociacion) y la constante de disociacién (Kd) que determina la velocidad de

disociacion entre ambas moléculas. La primer parte del sensograma, durante la

inyeccion del analito nos brinda informacién acerca de los fenbmenos de

asociacion y disociacion, mientras que en la segunda parte del sensograma,

luego de que culmina la inyeccion de la muestra, aporta informacion solamente

sobre la disociacion.
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Figura 23. Sensogramas. Se muestra la sefial de SPR en unidades de resonancia (RU) en funcion del tiempo en
segundos. (A) Sensograma del mAb 12G8 + NO_-NGF con concentraciones del anticuerpo desde 28 a 1000 nM;

(B) sensograma del mAb 4C6 + NO,-NGF con concentraciones de anticuerpo desde 70 a 2500 nM; (C)
sensograma del NO,-péeptido + 12G8 con concentraciones del peptido desde 3,9 a 500 nM; (D) sensograma del
NO,-péptido + 4C6 con concentraciones del péptido desde 3,9 a 500 nM. A la derecha de cada grafico se
encuentra la referencia de cada corrida, donde las lineas de colores se corresponden con una concentracion

distinta de analito.
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Al desarrollar un anticuerpo con finalidades terapéuticas es de gran relevancia
estudiar el valor de Kp, ya que este nos habla del tiempo y la fuerza con que
interactdan el anticuerpo y el antigeno. El valor de esta constante se calcula
como el cociente entre la constante de disociacion y la constante de asociacion
(Kp=Kd/Ka). Lo ideal entonces, es que un anticuerpo tenga grandes valores de
Ka y bajos de Kd para obtener un valor de Kp en el orden de concentracion
pico molar. El valor de Kp se expresa en términos de concentracion, y los
limites de deteccion del equipo de Biacore van desde concentraciones
picomolar hasta micromolar. Cuanto menor sea el valor de Kp, mejor sera la

performance de la unién entre el antigeno y el anticuerpo.

La Kp para el mAb 12G8 con el NO,-péptido fue de 53 + 5 nM que en
comparacion al valor de Kp entre el mAb 4C6 y el NO,-péptido 150 + 24 nM no
se observan grandes diferencias en cuanto a que no hay una diferencia en el
orden de magnitud. Por otro lado, el tiempo medio de disociacién (t %2) fue
mayor para el mAb 4C6 (4 minutos) que para el 12G8 (35 segundos) lo cual
indica que el 4C6 permanece unido por mas tiempo a este antigeno. De todas
formas esta diferencia en el t %2 tampoco implica una gran diferencia como para
afirmar que el anticuerpo 4C6 posee una mayor afinidad porque péptido que el
mAb 12G8.

Ligando Analito Kp tY2
0G12G8  p-NO, 535 nM 35s
lgG4C6 p-NO, 150+24 nM 4 mn
NGF-NO2 1gG12G8  105+18 nM 3.6h
NGF-NO2 IgG4C6 1.00+0.14uM 10 mn

Tabla 4. Valores de Ky vyt % de los mAbs 12G8 y 4C6 con los
antigenos NO,NGF y NO_-péptido.

Al analizar los valores de Kp obtenidos para la interaccion entre los mAbs y el
NO,-NGF fueron de 105 £ 18 nM para el 12G8, y 1,00 £ 0,14 uM para el 4C6.

En este caso si se existe una diferencia en el orden de magnitud de los valores
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de Kp y estos resultados son coherentes con lo observado en el ELISA de la
figura 15, donde se vio que los mAbs 12G8 y 16C6 interactian con mayor
afinidad con el NO,-NGF que la familia de mAbs 4C6 y 7G8. Ademas, al
analizar el t % de disociacion, observamos que para el 12G8 es de 3,6h,
mientras que para el 4C6 fue de 10 minutos. Los valores de Kp y de t %4 se
pueden ver en la tabla 4.

Estos resultados posicionan al mAb 12G8 como mejor candidato para futuros
ensayos inmuno-terapéuticos. Si bien resta analizar la interaccién del mAb
16C6 con el antigeno, es de esperar una gran similitud con el 12G8 debido a la
alta homologia de secuencia entre ambos anticuerpos. Gracias a una
colaboracion con el Dr. Pedro Alzari, se obtuvieron las estructuras de co-
cristalizacion entre los mAbs y el NO,-péptido, y se observd que si bien todos
pueden unirse de forma eficaz al péptido, la familia de los mAbs 4C6 y 7G8 no
tendria una estructura adecuada en el paratope para unir de forma eficiente a
la proteina entera. En cambio, los mAbs 12G8 y 16C6 si podrian unirse al NO,-
NGF de forma adecuada, lo cual es coherente con los resultados obtenidos

hasta el momento.

Si bien el mAb 12G8 representa el mejor candidato de los cuatro anticuerpos
desarrollados debido a su Kp, t %, y las otras caracteristicas analizadas
previamente, los valores de Kp y t %2 no se comparan con anticuerpos
monoclonales anti-NGF como el Tanezumab que tiene un valor de Kp en el
orden de concentraciones pico molar y tiempos de disociacién de mas de 100
horas (Abdiche, Malashock et al. 2008). Por otro lado, estos valores parecen
excesivos al inhibir por tiempos prolongados la accion del NGF (Garber 2011).
Seria conveniente mejorar la afinidad de los mAbs por el NO,-NGF mediante
ingenieria genética para aumentar los tiempos de accién. El hecho de bloquear
de forma permanente la accion de especies nitradas del NGF no deberia
generar efectos adversos, ya que los mAbs no eliminarian la accion del NGF

sin nitrar.

68



A 12G8-NGF vs. 12G8-NO,-NGF

450 -
——NO2-NGF

400 A
NGF
350 -
300 A
250 -
200 -
150 +
100 -

50 A

Ll
o
o
~

500 1
600 +

T
o
[=]
<t

100 A
200 4
300 4
800
900 +
1000 4
1100
1200 -

B 4C6-NGF vs. 4C6-NO,-NGF

120 -
——NO:-NGF

100 - NGF

30 -
60 -
40 -

20 4

1200 ~

T T
o o
[=] (=]
o
- -

900 A

T
o
[=]
(=]

700 1

T
o
[=]
w

200
300
400 4
500 4

o
o
-
Figura 24. Comparacién de sensogramas de los mAbs con

NGF wvs. NOZ—NGF. Para el andlisis se utilizaron los

sensogramas correspondientes a la mayor concentraciéon de
analito en cada caso. (A) Sensograma comparativo del mAb
12G8 (1000 nM) con el NGF vs. NO_-NGF; (B) sensograma

comparativo del mAb 4C6 (2500 nm) con el NGF vs. NO,-
NGF.
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En los estudios de resonancia plasmoénica se realizaron también ensayos entre
el NGF y los mAbs para comparar la respuesta con respecto al NO,-NGF
[Figura 24]. Al igual que en los experimentos entre NO,-NGF y los mAbs, el
NO,-NGF fue el ligando y el anticuerpo el analito. Con el fin de comparar la
uniéon a ambas proteinas, se compararon los sensogramas correspondientes a
las concentraciones mas altas de analito. En el caso del mAb 12G8, el
sensograma analizado fue el de 1000 nM y para el 4C6 el de 2500 nM. Al
comparar los sensogramas de NGF con los de NO,-NGF se observa
claramente que el mAb 12G8 no interactia con el NGF, mientras que el 4C6
pareceria unirse al NGF aunque muy débilmente.

7. Actividad neutralizante de los anticuerpos monoclonales anti-NO.-
NGF

i. Efecto neutralizante de los mAbs anti-NO,-NGF en cultivos puros de

motoneuronas

En el afio 2006 se demostré que las especies nitradas del NGF tienen un
efecto téxico en motoneuronas embrionarias en cultivo (Pehar, Vargas et al.
2006). Dichas células no tienen la capacidad de expresar el receptor TrkA, pero
si expresan p75""~. Debido a que las neuronas del sistema nervioso adulto re-
expresan el receptor p75"'" en presencia de dafio, estos cultivos constituyen
5NTR

un buen modelo para analizar el comportamiento de las motoneuronas p7

positivas.

Para evaluar el efecto neutralizante de los mAbs anti-NO,-NGF se realizaron
cultivos puros de motoneuronas embrionarias (E15) de rata. Las células fueron
tratadas con NO,-NGF recombinante, y con los anticuerpos 4C6, 12G8 y un
policlonal anti-NGF para revertir el efecto apoptotico del NO,-NGF [Figura 25].
Estos resultados indican que los mAbs son capaces de neutralizar la accion del
NO,-NGF en estos cultivos, ya que revierten la muerte de motoneuronas de
forma significativa acercandose a valores del control mantenido con GDNF.
Sorprendentemente, los mAbs 4C6 y 12G8 mostraron un resultado similar,

contrario a lo que se esperaba. En los estudios bioquimicos se vio que el
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anticuerpo 12G8 es capaz de unirse al NO,-NGF de una forma mas eficiente
que el 4C6. Probablemente, las concentraciones de anticuerpo utilizadas
fueron excesivas, si se realizara una curva con concentraciones menores
podriamos observar una diferencia entre ambos. Por otro lado, el anticuerpo
anti-NGF logr6 revertir la accion del NO,-NGF en mayor medida que los mAbs,
seguramente porque reconoce varios epitopes dentro del NGF.

La accién de los mAbs en los cultivos de motoneuronas tratados con NO,-NGF

resulta similar a la accion de anticuerpos p75™'"

en los mismos cultivos (Pehar,
Vargas et al. 2006), lo cual se debe a que los mAbs se unen una region del
NO,-NGF que se sabe que interactta con el receptor p75"'", responsable de

inducir sefiales de muerte celular (Eibl, Strasser et al. 2012).
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Figura 25. Bloqueo de la actividad de NO,-NGF por accion de los mAbs

12G8 y 4C6 en cultivos puros de motoneuronas. Los experimentos
realizados por cuatriplicado fueron analizados estadisticamente con el test
de comparacion multiple de Tukey ANOVA de un factor. La figura muestra
como los mAbs 12G8 y 4C6 revierten el efecto del NO,-NGF en cultivos

puros de motoneuronas. Como control se utilizé6 un anticuerpo policlonal
anti-NGF que tiene un efecto similar a los mAbs. La linea punteada
superior corresponde a motoneuronas mantenidas con GDNF sin
tratamiento (100% de supervivencia). La linea punteada inferior
corresponde al efecto apoptético generado por la sola deprivacion de
GDNF. 1



ii. Bioensayo en cultivo de células PC12

Las células PC12 derivadas de feocromocitoma de la médula adrenal de rata
(tumor de la médula suprerrenal de la glandula adrenal) descubierta en 1976
por Greene y Tischler (Greene and Tischler 1976), adoptan un fenotipo
neuronal al ser tratadas con NGF durante cinco dias. Estas células expresan
los receptores TrkA y p75"® en su superficie celular, que al interactuar con
NGF desencadenan cascadas de supervivencia y diferenciacion que

promueven el crecimiento de neuritas.

En enfermedades neurodegenerativas como la ELA o EA, es imprescindible
mantener el soporte trofico proporcionado por el NGF en el sistema nervioso.
Por otra parte, los ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales anti-NGF, si
bien son efectivos en el bloqueo del dolor, se han observado efectos
secundarios no deseados debido posiblemente al bloqueo masivo de su accion.
Los mAbs anti-NO,-NGF deben, por tanto, neutralizar las especies nitradas del
NGF sin interferir en el soporte tréfico que el NGF brinda, eliminando asi su
efecto apoptético. Para estudiar el efecto de los mAbs sobre la actividad tréfica
del NGF, se realizaron cultivos de células PC12 tratados con NGF y con los
mAbs. Como control se utilizd un anticuerpo anti-NGF, demostrando el bloqueo

de su actividad sobre estos cultivos.

Los cultivos de células PC12 se realizaron en placas tratadas con colageno
para favorecer el crecimiento neuritico y fueron tratadas con 20 ng/mL de NGF
durante cinco dias en medio libre de FBS (suero fetal bobino) [Figura 26]. En la
parte A de la figura 27 se observa el efecto antes descripto del NGF, donde las
células presentan entre 2 y 4 neuritas. Dicho efecto es eliminado, si al mismo
tiempo se adiciona un anticuerpo anti-NGF (1pg/mL), observado en el panel B,
pero el efecto del NGF se mantiene si las células son tratadas con los mAbs
12G8 y 4C6, partes C y D respectivamente. Esto indicaria que estos
anticuerpos monoclonales no interfieren con el efecto tréfico del NGF al no

bloguear la interaccion con sus receptores.
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Células PC12 + NGF 20ng/mL

Figura 26. Cultivos de células PC12 tratados con NGF. Las células PC12 fueron tratadas con 20ng/mL
de NGF para inducir su diferenciacidon con crecimiento dendritico, observado en el panel A. Este
efecto es bloqueado con un anticuerpo anti-NGF, panel B. En los paneles C y D se observa que los
mAbs 12G8 y 4C6 respectivamente, no bloquean la actividad tréfica del NGF al observarse
crecimiento dendritico.

8.  Deteccién de NO,-NGF en médula espinal de rata hSOD®%#

sintoméatica mediante inmunofluorescencia

Para analizar la presencia de NO,-NGF en neuroinflamacion, se realizé una

D®%A en la

inmunohistoquimica de médula espinal de rata transgénica hSO
fase sintomatica tardia de la patologia y en la fase asintomatica como control
[Figura 27]. Ademas de la marcacién con los mAbs 12G8 y 4C6, se marcaron
los astrocitos con un anticuerpo anti-GFAP. La proteina GFAP (Proteina Fibrilar
Acidica de la Glia), es una de las proteinas fibrosas que se encuentran
formando para de los filamentos intermedios en células gliales como astrocitos

y células de Shwann. Debido a la fuerte vinculacion de los astrocitos y células
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gliales en el desarrollo de la patologia (Trias, Ibarburu et al. 2016), resultd
interesante analizar una posible co-localizacion entre las especies nitradas del

NGF y dichas células.

hSODS%93A Sintomatica

hSODS93A Asintomatica
12G8 12G8 12G8 12G8
12G8 50 pg NO,-P 200 pg NO,-P 1268 50 pg NO,-P 200 pg NO,-P

hSOD®%93A Asintomatica hSOD®%93A Sintomatica

4C6 4C6

4C6 4C6
4Ce 50 pg NO,-P 200 pg NO,-P

4Ce 50 pg NO,-P 200 pg NO,-P
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Figura 27. Inmunohistoquimica de fluorescencia de médula espinal de rata transgénica hSOD  en la

fase Asintomatica y Sintomatica de la patologia. En la parte A se muestra la marcacion con el mAb
12G8 y en la parte B con el 4C6. Con una linea punteada blanca se resalta el hasta ventral de la

médula espinal y somas de motoneuronas en las imagenes de mayor aumento. En rojo se observa la
marcacion con GFAP y en verde con los mAbs anti NO,-NGF 12G8 y 4C6. La incubacion de los mAbs

con el NO,-péptido elimina la marcacion de NO_-NGF en el tejido a concentraciones de 50 y 200 ug de

NO,-péptido.
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Se observaron diferencias entre las tinciones con los mAbs 12G8 y 4C6,
mostrando el 4C6 una marcacion mas intensa. En particular se observa un
marcaje de células GFAP positivas y también una marcacion mas leve de
algunas motoneuronas con los mMAbs anti-NO,-NGF. Para analizar la
especificidad del marcaje, se realiz6 una inmunohistoquimica de competencia
con dos concentraciones distintas del NO,-péptido, 50 y 200ug/mL. La adicién
de ambas concentraciones de péptido revirti6 por completo el marcaje del

anticuerpo, lo cual sugiere una unién especifica en la médula espinal.

Si bien este resultado indicaria la presencia de NO,-NGF en médula espinal de

rata transgénica hSOD®%*A

sintomatica, se esta poniendo a punto un protocolo
de inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-NGF y posterior Western Blot con
los mAbs anti- NO,-NGF para confirmar mediante espectrometria de masas la

identidad de esta variante del NGF en dicho tejido.

Resultados preliminares obtenidos recientemente en nuestro laboratorio han
demostrado que los mAbs anti-NO,-NGF son buenos marcadores de la

D% en la

neuroinflamacién en ELA. Al analizar médula espinal de ratas hSO
fase asintomética de la patologia, se observa una disminucion en la marcacion,
la cual se elimina casi por completo en cortes espinales de ratas salvajes.
Estos resultados sugieren un aumento del NO,-NGF a medida que la

enfermedad progresa.
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DISCUSION Y PERSPECTIVAS

Objetivo 1: Desarrollo y caracterizacion de anticuerpos monoclonales
especificos, determinacion de constantes de afinidad y mapeo de los
aminoacidos del epitope que participan en el reconocimiento antigeno-

anticuerpo.

Es la primera vez que se desarrolla un anticuerpo monoclonal contra la forma
nitrada del NGF. Si bien existen diversos anticuerpos monoclonales
desarrollados para el tratamiento de enfermedades osteoarticulares donde los
pacientes presentan dolor crénico (Eibl, Strasser et al. 2012), durante los
ensayos clinicos se han observado efectos adversos que empeoraron la
patologia. Al inhibir solo la forma nitrada del NGF se preservaria su funcion
eliminando Unicamente la proporcién de moléculas que exacerban los procesos

inflamatorios.

Para poder desarrollar estos anticuerpos, en primer lugar se sintetizdé el NGF
humano de forma recombinante para ser utilizado como antigeno. Si bien
existe evidencia experimental de su produccion en E. coli (Rattenholl, Lilie et al.
2001) los protocolos son tediosos y costosos debido a que el proNGF se
produce en cuerpos de inclusibn y en necesario incluir un paso de
renaturalizacion. Mediante el protocolo reportado por Rattenholl et al.
(Rattenholl, Lilie et al. 2001) se logrd producir un NGF de calidad que pudo ser
utilizado como antigeno a la hora de inmunizar los ratones productores de
anticuerpos. De todas formas, los rendimientos de este procedimiento fueron
bajos en comparaciéon con lo reportado. Este procedimiento podria ser
optimizado si el NGF recombinante se produce de forma soluble en bacterias,
lo cual es dificultoso debido a la estructura de nudo de cisteinas.
Recientemente se ha desarrollado un protocolo que permite sintetizar al NGF
de forma soluble en el espacio periplasmico de E. coli cepa BL21 star (DE3)
(Gholami Tilko, Hajihassan et al. 2016), ambiente favorable para la formacion

de puentes disulfuro.
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En los primeros intentos de generar anticuerpos monoclonales especificos
contra NO,-NGF los ratones fueron inmunizados con el NGF recombinante
nitrado con peroxinitrito. De esta forma se lograron producir mAbs que
reconocian tanto al NGF como al NO,-NGF. Luego de varios intentos, la misma
estrategia fue llevada a cabo en la empresa Genscript, donde se obtuvieron
mAbs que reconocian de forma especifica al NO,-NGF frente al NGF pero
podian unirse también a otras proteinas nitradas. Estos resultados nos llevaron
a una segunda estrategia de inmunizacion con un péptido sintético con la
secuencia del NGF que contiene en su parte central a la Tirosina 52 nitrada.
Esto nos permiti6 obtener finalmente mAbs que reconocen especificamente a

la variante nitrada frente a la no nitrada y frente a otras proteinas nitradas.

Se lograron producir cuatro mAbs capaces de reconocer al NO,-NGF de forma
especifica, lo cual fue analizado mediante ELISA, Western Blot y Dot Blot.
Ademas, se demostré que estos mAbs reconocen también los oligdmeros de
NO,-NGF que se forman en el tratamiento de NGF con peroxinitrito. Se ha
postulado que especies nitradas de alto peso molecular del NGF podrian
potenciar el efecto apoptético sobre poblaciones de motoneuronas en
enfermedades neurodegenerativas como la ELA (Pehar, Vargas et al. 2006),
por lo tanto el bloqgueo de estas por parte de anticuerpos monoclonales

resultaria en un importante efecto terapéutico.

Mediante el andlisis de las secuencias aminoacidicas de los mAbs se descubrid
gue los mAbs 4C6 y 7G8 tienen una identidad del 100%, por lo que realmente
se tienen 3 anticuerpos monoclonales distintos contra el NO,-NGF. Aunque la
probabilidad de obtener dos clones que produzcan el mismo anticuerpo es
baja, puede haber sucedido que luego de la generacion de los hibridomas, dos
clones iguales se generaron en pocillos distintos durante el proceso de

seleccién y de esta forma se aislaron como clones diferentes.

Para determinar cuales aminoacidos del péptido participan en el
reconocimiento antigeno-anticuerpo se realizd6 un escaner de alaninas
mediante ELISA. Este analisis podria realizarse también con mutantes de la

proteina entera, y de esta forma se podrian determinar todas las regiones
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relevantes para la interaccion con el NO,-NGF. Hasta el momento no hemos
podido llevar a cabo estos experimentos debido a las dificultades en la
expresion del NGF recombinante en E. coli. Otros grupos de investigacion han
desarrollado métodos de expresion de NGF en células eucariotas que les han
permitido generar una cantidad de mutantes suficientes como para realizar un
escéner de alaninas. Este es el caso del grupo de Cattaneo, el cual desarrollo
un anticuerpo monoclonal anti NGF (AD11) y los sitios de interaccion con el
anticuerpo fueron determinados mediante un escaner de alaninas en el que se
utilizaron 44 mutantes del NGF generados en las células COS (Covaceuszach,
Cassetta et al. 2008). La expresion en células eucariotas facilita el plegamiento
y la formacién de estructuras como el nudo de cisteinas. Ademas, el proceso
de purificacion es mas sencillo partiendo de un producto que se produce de

forma soluble y en una correcta conformacion.

Mediante una colaboracion con el grupo del Dr. Pedro Alzari se realizaron co-
cristalizaciones de los mAbs con el péptido nitrado y los resultados mostraron
que los mAbs 12G8 y 16C6 pueden acomodar completamente al péptido
nitrado, mientras que los mAbs 4C6 y 7G8 no lo hacen tan eficientemente.
Ademas, se corroboraron los residuos relevantes para dicha interaccion. Al
igual que para el escaner de alaninas, aun resta realizar estudios de co-
cristalizacion entre los mAbs y el NO,-NGF. Actualmente, en colaboracién con
el grupo de Pedro Alzari, se esta poniendo a punto la expresion de NGF de
forma recombinante en cultivos de células eucariotas, con lo que esperamos

poder completar estos estudios con la proteina entera.

Para determinar las constantes Kp entre los mAbs y el péptido o la proteina se
utilizaron dos abordajes diferentes. Por un lado se realizd la técnica de
termoforesis que en nuestro caso arrojé datos meramente cualitativos. No fue
posible calcular el valor de Kp, pero los graficos de intensidad de fluorescencia
en funcion de la concentracion de ligando muestran una clara interaccion de los
mAbs tanto con el NO,-NGF como con el NO,-péptido. Estos resultados
podrian mejorarse con un NO,-NGF de mayor calidad, que se mantenga

soluble a mayores concentraciones. De esta forma, se podrian incorporar
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puntos de mayores concentraciones de NO»-NGF y disminuir el error en el
calculo de los valores de Kp.

Mediante la técnica de resonancia plasmoénica, si se pudieron calcular los
valores de Kp para los mAbs 12G8 y 4C6, tanto con el NO,-péptido como con
el NO,-NGF. Posiblemente, los valores de Kp obtenidos se estén subestimando
ya que el tratamiento del NGF con peroxinitrito no alcanza a nitrar el 100% de
las moléculas de NGF. Para saber cuanto estamos subestimando este valor
podriamos realizar una cuantificacion de NO,-Tyr en la muestra y de esa forma
saber de forma precisa que porcentaje de NGF se encuentra nitrado. En la
actualidad existen diversos métodos para la cuantificacion de NO,-Tyr (Ana
Denicola 2008) que nos permitirian estimar que porcentaje de NGF se

encuentra nitrado luego del tratamiento con peroxinitrito.

Si bien el mAb 12G8 es un buen candidato para bloquear la accion de NO,-
NGF in vivo, su valor de Kp correspondiente a la interaccion con el antigeno no
es suficiente. Es necesario mejorar la afinidad por el antigeno asi como la
especificidad. Mediante la colaboracion que hemos establecido con el
laboratorio del Dr. Pedro Alzari en el instituto Pasteur de Paris, se va a llevar a
cabo la mejora de la secuencia del paratope mediante ingenieria genética. Esto
se lograria mediante mutagénesis de la secuencia de los mAbs y luego su

expresion en sistemas de cultivos celulares eucariotas.

Otra estrategia posible para la produccion de anticuerpos contra NO»-NGF
podria ser el desarrollo de un anticuerpo de llama. Estos anticuerpos poseen
solo cadenas pesadas, y se ha desarrollado una estrategia mediante Phage
Display (Smith 1985) que permite seleccionar los genes de los anticuerpos
especificos para la proteina de interés. De esta forma, dicho gen luego es

clonado dentro de un vector para su expresion en bacterias.
Objetivo 2: Determinar actividad neutralizante especifica en cultivos celulares.

En cuanto a la determinacién de la actividad neutralizante de los mAbs, se
obtuvieron resultados satisfactorios en cultivos primarios de motoneuronas. Los
mADbs revirtieron a niveles del control, la muerte provocada por el NO,-NGF.
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Seria interesante en un futuro poder desarrollar un bioensayo para NO,-NGF
con una linea celular como las células NSC34. Cuando estas células se
diferencian en motoneuronas constituyen un buen modelo de

neurodegeneracion (Maier, Bohm et al. 2013).

Otro resultado relevante, es el hecho de que los mAbs anti NO,-NGF no
interfieren con la actividad trofica del NGF en cultivos de células PC12. Esto es
de gran relevancia, ya que el objetivo es neutralizar inicamente la actividad de
la variante nitrada y de esta forma no interferir con el soporte tréfico que el NGF
brinda a las distintas poblaciones neuronales. Otro bioensayo clasico en el cual
podria comprobarse esta cualidad de los mAbs seria en cultivos de ganglio
dorsal (Zuchero 2014), que al ser tratado con NGF, las neuronas extienden

largas neuritas.

Si bien estos resultados son de gran importancia, es necesario probar la accion
de los mAbs en un modelo in vivo para poner a punto su efecto terapéutico.
Uno de los ensayos que se van a realizar es la administracion de anticuerpos

D®%A al comienzo de la

monoclonales de forma sistémica en ratas hSO
patologia. En primer lugar se analizara el progreso de la patologia a nivel tisular
y posteriormente ensayos de sobrevida para evaluar si los posibles efectos a

nivel celular se reflejan en un aumento en la expectativa de vida.

Otros modelos interesantes donde podria probarse el efecto de los mAbs anti
NO,-NGF es en dolor crénico como la osteoartritis. Se han probado diversas
moléculas que inhiben al NGF con el fin de disminuir el dolor en esta patologia,
entre ellas se encuentra el Tanezumab, un anticuerpo monoclonal anti NGF
(Eibl, Strasser et al. 2012). El Tanezumab ha alcanzado ensayos clinicos de
fase 3, pero los pacientes que fueron tratados con las dosis superiores
presentaron efectos adversos por uso excesivo de la articulacion y en algunos
casos necesitaron transplante. Con los mAbs anti NO,-NGF buscamos evitar
esos efectos adversos ya que no se inhibiria la accién tréfica del NGF en el

tejido.
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Objetivo 3: Uso de los mAbs para detectar NO,-NGF in vivo en un modelo de
ELA en ratas transgénicas hSOD®%*,

Finalmente, logramos detectar NO,-NGF in vivo mediante inmunohistoquimica

D®%A en la fase sintomatica de la

en médula espinal de rata transgénica hSO
patologia. En estos experimentos pudimos determinar que el marcaje de los
mADbs era especifico, ya que se realizé un ensayo de competicion con el NO»-

péptido.

En estos momentos estamos poniendo a punto una técnica mediante
inmunoprecipitacion y Western Blot que nos permita identificar finalmente por
espectrometria de masas la identidad de la proteina a la que se unen los mAbs
in vivo. Hasta el momento hemos encontrado dificultades ya que el NGF se
encuentra en bajas concentraciones en el tejido y aun mas bajas son las de
NO,-NGF. Una vez puesto a punto éste método, nuestro objetivo es analizar la

presencia de NO,-NGF en distintos modelos de inflamacion y neuroinflamacion.
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CONCLUSIONES

Se desarrollaron tres anticuerpos monoclonales que reconocen
especificamente al NO,-NGF frente al NGF y a otras proteinas nitradas. Estos
anticuerpos se dividen en dos familias, por un lado los mAbs 4C6 y 7G8 que
son idénticos en su secuencia aminoacidica y que se unen mas débilmente al
NO,-NGF que al NO,-péptido. En el otro grupo se encuentran los mAbs 12G8 y
16C6 que poseen dos aminoacidos diferentes en las cercanias del CDR2 tanto
en la cadena liviana como en la pesada. Este Ultimo grupo se une mas
fuertemente a la proteina entera que el grupo del 4C6 y 7G8 segun el analisis
por ELISA. Ademas se observd mediante el escaner de alaninas que en
interaccion de estos mAbs con el antigeno participan una mayor cantidad de
aminoacidos en comparacion al otro grupo. Los estudios de Termoforesis y
Biacore permitieron estudiar los procesos de asociacion y disociacién de los
mAbs tanto con el NO,-NGF como con el NO,-péptido. Estos estudios
demostraron que el mAb 12G8 seria el mejor candidato para la neutralizacién
del NO,-NGF in vivo debido a su valor de KD y al alto valor del t ¥2 de

disociacion antigeno-anticuerpo.

Un ensayo con motoneuronas en cultivo demostré el efecto neutralizante de los
mADbs al revertir casi por completo el efecto apoptético que el NO,-NGF tiene
sobre éstas células. Ademas, un inmunoensayo con células PC12 en cultivo
demostré que los mAbs no poseen un efecto bloqueante de la actividad trofica
del NGF, por lo que los efectos secundarios no deseados serian
hipotéticamente nulos o minimos, a diferencia de lo que ocurre en

inmunoterapias con anticuerpos monoclonales anti-NGF.

Mediante inmunohistoquimica de secciones de médula espinal de rata
transgénica hSOD®%** en la etapa final de la enfermedad, se observé que los
mADbs son capaces de reconocer de forma especifica las especies nitradas del

NGF presentes en el tejido con neuroinflamacién.
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Estos resultados posicionan a los mAbs anti-NO,-NGF como posibles
biomarcadores de neurodegeneracibn con posible uso diagnéstico y

terapéutico.
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