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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (AD) se ha convertido en un problema de primer orden en paises
desarrollados debido al coste sanitario social y humano que conlleva. La hipétesis de la
cascada amiloide, la mas aceptada por la comunidad cientifica, sitia al péptido AR como el
responsable directo del proceso neuropatologico, concretamente a los oligdmeros de A.

En la actualidad, existen multiples tratamientos sintomaticos-paliativos, sin que ninguno se
haya descrito como curativo. Recientemente, la inmunoterapia 3-amiloide se ha revelado como
una posible herramienta en el tratamiento de la AD. En contraste con los anticuerpos completos,
la administracion de los scFv (fragmentos variables de cadena sencilla) no produce ni
meningoencefalitis ni hemorragia cerebral. El uso de moléculas tipo scFv ha conseguido
resultados prometedores en estudios pre-clinicos. Se trata de proteinas quimericas en donde
se han fusionado los dominios Vy y V. mediante un conector flexible, manteniendo la
especificidad antigenica.

En la presente tesis, se abordd la expresién recombinante de scFv-h3D6, un derivado de un
anticuerpo monoclonal especifico para los oligdmeros de AR (mAb-h3D6, o bapineuzumab), en
un sistema bateriano (E. coli) deficiente en reductasas y en co-expresion con los carriers Trx y
NusA; asi como, su purificacion mediante técnicas cromatograficas. La proteina presenta un
plegamiento tipico de las inmunoglobulinas. Su caracterizacion biofisica, permitié observar que
bajo tratamiento térmico la molecula muestra tendencia a la agregacion, promovida por la
presencia de un estado intermediario con un componente-B worm-like enriquecido. De igual
forma se evidencié durante el proceso de desplegamiento inducido por urea, la acumulacion de
un estado intermediario metaestable compuesto por el dominio menos estable (V) desplegado
y el dominio Vy plegado; sugiriendo al dominio V. como el blanco para el redisefio de la
estabilidad termodinamica global de la molécula. Auxiliandose en un modelo de la estructura
tridimensional, se crearon una serie de variantes proteicas con el fin de aumentar la estabilidad
del dominio V,. Dicho modelo tridimensional también revelé que el dominio V|, localizado en el
C-terminal de la molécula, terminaba antes de que la ultima cadena-p fuera completada, por lo
que decidimos extender dicho extremo en base a un alineamiento de 24 secuencias de scFvs
depositados en el PDB.

De ellos, las tres variantes de elongacion del C-terminal presentaron un incremento en la
estabilidad termodinamica de hasta el 26% y una disminucién en la tendencia a la agregacion
de unos 4°C. Esta mejora es deseable en una molécula de interés terapéutico, ya que ha de
permitir una mayor vida media in vivo.

Por otro lado, se examind el efecto in vivo del scFv-h3D6 wild-type en un modelo murino triple
transgénico que desarrolla la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD). El tratamiento se aplicé en
una unica dosis intraperitoneal en ratones hembra de 5 meses de edad, correspondiente a los
primeros estadios de la enfermedad. Los beneficios del potencial terapéutico del scFv-h3D6 se
mostraron a los 5 dias, tanto a nivel conductual, como celular y molecular; principalmente, por
su capacidad de eliminar los oligdmeros de AR del coértex y el bulbo olfatorio, asi como de

restaurar los niveles de las apolipoproteinas apoE y apoJ (clusterina) en cortex y en hipocampo.
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Resumen

En resumen, la presente tesis hace un recorrido desde la obtencion inicial y mejora de un
fragmento de anticuerpo hasta la demostracion de su eficiencia en un modelo murino de la

enfermedad de Alzheimer.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) has become a public health problem in developed countries due to
social and human health costs. The amyloid cascade hypothesis, the most accepted by the
scientific community, places the AR peptide as directly responsible for the neuropathological
process, specifically AB-oligomers.

Currently, there are multiple palliative-symptomatic treatments, but none has been described as
curative.In recent years, AB (amyloid 8) immunotherapy has been revealed as a possible tool in
Alzheimer’s disease treatment. In contrast with complete antibodies, the administration of scFv
(single-chain variable fragments) produces neither meningoencephalitis nor cerebral
haemorrhage.The use of scFv-like molecules has achieved promising results in pre-clinical
studies. In these chimeric proteins, the Vy domain and the V. domain had been fused by a
flexible linker, while maintaining the antigenic specificity.

In the present thesis, the recombinant expression of scFv-h3D6, a derivative of a monoclonal
antibody specific for AB-oligomers (mAb-h3D6 or Bapineuzumab) was performed in a bacterial
system (E.coli) defective for the two main redox pathways and Trx- and NusA- tagged,
Purification of the islolated scFv-h3D6 was achieved by chromatographic techniques. The
protein shows the typical immunoglobulin fold. Its biophysical characterization allowed for the
observation that heat treatment initiates an aggregation pathway, characterized by a S-rich
intermediate state which aggregates in the form of WL (worm-like) fibrils. In the same way, it
was shown that its urea-induced unfolding pathway is characterized by the presence of a
metaestable intermediate state composed of the unfolded V| domain and the folded Vi domain,
which suggests the V| domain as a target for thermodynamic stability redesign. The modeling of
the 3D structure revealed that the V_domain, located at the C-terminal of the molecule, was
ending before its latest B-strand was completed, so, a number of protein variants were created
in order to increase the stability of the V_domain. Three elongation mutants, beyond VL-K107,
showed increased thermodynamic stability up to 26% and lower aggregation tendency at
around 4°C. These traits shoud be of interest for a molecule with therapeutic potential, since its
mean life in vivo should be longer.

Additionally, we examined the in vivo effects of the WT scFv-h3D6 in the triple-transgenic 3xTg-
AD mouse model of Alzheimer disease. The treatment was applied in a single intraperitoneal
dose to five-month-old females, corresponding to the early stages of the disease. Our results
suggest that the benefit of scFv-h3D6 occurs at the behavioral cellular and molecular levels;
mainly, decreasing AB-oligomers in the cortex and olfactory bulb and recovered the non-
pathological levels of some apolipoproteins in the cortex (apoE and apoJ) and hippocampus
(apoE).

In summary, this thesis makes a journey from the initial obtaining and improvement of an
antibody fragment to the demonstration of its efficiency in a mouse model of Alzheimer's

disease.
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Introduccién

I1. Plegamiento de proteinas

I1.1. Estructuras que estabilizan el plegamiento

El plegamiento de proteinas es el proceso por el que una proteina, partiendo de su
secuencia de aminoacidos (o estructura primaria), alcanza espontaneamente
su estructura tridimensional (o estructura terciaria) caracteristica en condiciones
fisioldgicas. Este estado, conocido como estado nativo, corresponde a la conformacion
mas estable, por lo que el proceso se encuentra favorecido termodinamicamente
(Creighton, 1995; Kim y col., 2013).

La estabilidad del estado nativo se debe a la presencia de interacciones locales y de
larga distancia. Las interacciones locales dan lugar a una serie de estructuras
denominadas secundarias. Las estructuras secundarias regulares mas frecuentes en
las proteinas son las hélices-a y las hojas-$ (figura 11) (Branden y Tooze, 1991), ya
que permiten aumentar el nivel de compactacion de la molécula y por ende su
estabilidad. Estas estructuras regulares se encuentran conectadas por otras
estructuras con un patrén mas variable, y por tanto conocidas como estructuras

secundarias irregulares, como son los giros-3, los loop y las hélices-31.
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Figura 1. Estructuras secundarias regulares mas frecuentes en las proteinas. Las hélices-a tiene
3.6 residuos por vuelta, y se estabilizan gracias a que el grupo N-H de cada residuo forma un puente de
hidrégeno con el grupo C=0 del aminoacido situado cuatro residuos mas adelante. Las hojas-f3 se forman
por el empaquetamiento antiparalelo/paralelo de dos cadenas polipeptidicas dentro de la misma proteina,
en el que los grupos N-H de una de las cadenas forman puentes de hidrégeno con los grupos C=0 de la
opuesta. Reproducido de McMurry y Fay (2004).
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Por otro lado, la estructura terciaria viene determinada por interacciones a larga
distancia que entierran los residuos hidrofébicos en el nucleo de la molécula, dejando
las cadenas laterales de residuos cargados expuestos a la superficie. Con ello se
expulsa el agua del interior de la molécula y se consigue el grado de compactacién del
estado nativo.

Las fuerzas estabilizantes del estado nativo son: interacciones no covalentes (puentes
de hidrogeno, interacciones electrostaticas, fuerzas de Van der Waals e interacciones
hidrofdbicas) y puentes disulfuro (interaccion covalente) (figura 12); siendo la
interaccion hidrofdbica la fuerza mas importante en el proceso del plegamiento de las
proteinas. Las interacciones moleculares que estabilizan una proteina pueden ser
alteradas por la temperatura, pH y fuerza i6nica (Rose y Wolfenden, 1993; Pace, 1995,
1996).
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Figura 12. Fuerzas estabilizadoras del estado nativo. Entre las principales fuerzas que estabilizan el
plegamiento nativo se encuentran: puentes de hidrégeno, interacciones electrostaticas, fuerzas de Van
der Waals, interacciones hidrofébicas y puentes disulfuro. Adaptado de http://www.ehu.es/biomoleculas/
proteinas/prot43.htm

La funcion bioldgica de una proteina depende de su correcto plegamiento. Si una
proteina no se pliega correctamente, no sera funcional. Actualmente se sabe que el
estado nativo no es una estructura rigida, si no que se encuentra constituido por una
multitud de subestados dinamicos en equilibrio, cuya diferencia es infima, confiriendo
a la molécula la flexibilidad necesaria para cumplir con su funcién biologica (Monzon y
col., 2013).
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I1.2.Teorias sobre el plegamiento

A finales de la década de los 50 Anfinsen logré el replegamiento in vitro de la
ribonucleasa A, demostrando que toda la informacién necesaria para la adquisicién de
la estructura nativa de una proteina se encuentra contenida en su secuencia
aminoacidica (Anfinsen y col., 1961).

Ahora bien, el entender cdmo a partir de esa secuencia de aminoacidos la proteina
logra adquirir su conformacién nativa constituye desde hace tiempo uno de los
grandes interrogantes a los que se enfrenta la comunidad cientifica. El llamado
problema del plegamiento proteico puede ser dividido en dos cuestiones principales:
la cuestidon termodinamica de como las proteinas llegan a un minimo energético, y la
cuestién cinética de como la proteina es capaz de plegarse tan rapido (Sali y col.,
1994; Karplus y col, 1997; Rooman y col., 2002). Estas cuestiones fueron planteadas
por primera vez hace 40 afios por Levinthal (1968, 1969), dando lugar a lo que se
conoce como la paradoja de Levinthal, que plantea que si una proteina pequefa (de
solo 100 residuos) explorara aleatoriamente todas las conformaciones posibles,
tardaria mas tiempo en alcanzar su conformaciéon nativa que la edad del universo; no
obstante las proteinas se pliegan de manera muy rapida, en el orden de milisegundos.
Levinthal llegé a la conclusion de que el plegamiento de proteinas no puede ser un
proceso de prueba y error, proponiendo que este proceso esta guiado; siguiendo
caminos cinéticos determinados (o vias de plegamiento) que llevan a la disminucion de
la energia libre, de manera que durante el plegamiento nada mas se ensayan unas
pocas conformaciones para llegar a la estructura nativa (figura I13) (Bryngelson y col.,
1995; Diner y col., 2000).

B)

N Estructura nativa

Figura I13. Paradoja de Levinthal adaptada a la representacion en forma de embudo del espacio
conformacional. A) Proceso de plegamiento de prueba y error. B) Proceso de plegamiento por vias
cinéticas determinadas. D: estructura desplegada; N: estructura nativa; a, b, c: estados intermediarios
de plegamiento. Adaptado de Chan y Dilll (1998).
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A partir de aqui, se fueron desarrollando diferentes modelos de plegamiento basados
en la teoria de las “vias de plegamiento”, en los cuales se distinguen
fundamentalmente dos grupos: i) las secuenciales, en las que se propone
primeramente la formacién de la estructura secundaria y después la terciaria (por
ejemplo, el modelo de framework) vy; ii) las del colapso, en las que la formacién de
ambas estructuras se da de manera simultanea (por ejemplo, el modelo del colapso
hidrofébico). Sin embargo, ninguno de estos modelos era lo suficientemente general
para explicar el proceso global del plegamiento proteico (Yang y col., 2013).

Estos planteamientos sirvieron de base para el surgimiento de una nueva visién del
proceso, conocida como el modelo de los embudos de plegamiento. En este, se hace
referencia a los diferentes estados de plegamiento como un conjunto de
conformaciones, en lugar de hablar de conformaciones discretas, teniendo en cuenta
multiples rutas de plegamiento paralelas en funcién de la conformacioén inicial (Dill y
col.,, 1995; Wolynes y col., 1995; Dill y Chan, 1997). El modelo se basa en unas
superficies tridimensionales, donde la dimensién vertical representa el nimero de
contactos nativos (entalpia) y las otras dimensiones corresponden a la entropia y el
numero de conformaciones posibles. La forma del embudo resulta del hecho de que
parte de un conjunto muy amplio y variado de conformaciones desplegadas (D), de
energia superior al estado nativo (N), y se va reduciendo a medida que disminuye
tanto la energia libre como la entropia durante el proceso de plegamiento. En el fondo
del embudo culmina la estructura nativa (minimo energético global), donde el niumero
de conformaciones es extremadamente limitado, practicamente unico (Wolynes y col.,
1995). Este modelo parece explicar bien el plegamiento caracteristico de diferentes
proteinas, ajustando las formas del embudo en funcién de cada proteina (de su

secuencia) y de cada condicion (figura 14.B).

La existencia de intermediarios de plegamiento (minimos energéticos locales) es
también considerada por este modelo. Estos intermediarios resultan ser estados
parcialmente plegados que tienen que saltar barreras energéticas para alcanzar el
estado nativo (figura I4.A). Estos se pueden clasificar de diferentes maneras
(Tsytlonok e ltzhaki, 2013).
Segun su naturaleza los podemos clasificar en dos grupos:
e Termodinamicos: son los que se encuentran en equilibrio, de manera que se
acumulan y pueden ser aislados. También son denominados metaestables.
e Cinéticos: son detectables por cambios en la velocidad de replegamiento entre
el principal estado de transicion y el estado nativo, pero no se acumulan y, por

tanto, no pueden ser aislados.
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Segun su papel en el proceso de plegamiento, podemos clasificarlos igualmente en
dos grupos:

e On-pathway: intermediarios por los cuales se ha de pasar forzosamente para
llegar al estado plegado (formados por interacciones nativas, es decir, forman
parte de la via de plegamiento).

o Off-pathway: intermediarios que se encuentran fuera de la via productiva de
plegamiento (formados principalmente por interacciones no nativas, es decir,

que no forman parte de la via de plegamiento).

Estas conformaciones parcialmente plegadas son de vital importancia en el presente
trabajo, ya que como se vera mas adelante en los resultados, estan involucradas tanto
en el proceso de agregacion y fibrilacion del agente etiolégico de la enfermedad de
Alzheimer (AD), como en el mecanismo por el cual el scFv-h3D6, proteina de estudio

en esta tesis, constituye una terapia efectiva.

A)

Figura 14. Modelo de los embudos de plegamiento. A) Modelo general. El modelo de los embudos de
plegamiento considera la existencia de intermediarios de plegamiento (I) que tienen que saltar barreras
energéticas para alcanzar el estado nativo (N). B) Modelos especificos. Acoplamiento de diferentes
modelos de acuerdo a la particularidad de cada proteina y sus respectivas condiciones de plegamiento.
Adaptado de Chan y Dilll (1998).
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11.3. Plegamiento in vivo

Todas las teorias expuestas anteriormente se basan en experimentos de
replegamiento y desplegamiento realizadas in vitro. Los cuales suelen ser efectuados
mediante el uso de agentes y/o condiciones desnaturalizantes que promueven el
desplegamiento. Ahora bien, entender el plegamiento proteico in vivo implica
considerar una serie de diferencias existentes entre el ambiente celular y las
condiciones de replegamiento in vitro (Kim y col.,, 2013). Entre estas diferencias
destacan: i) la alta concentracion de proteinas (300-400 mg/mL) vy otras
macromoléculas en el citoplasma; ii) el acoplamiento de la maquinaria celular
responsable de la sintesis de la cadena polipeptidica (ribosoma), con sistemas
multiprotéicos de control de plegamiento (incluyendo el propio ribosoma, las
chaperonas moleculares, proteasas especializadas, etc) y; iii) al transporte de la
cadena polipéptidica recién sintetizada, asi como modificaciones postraduccionales,
dentro compartimentos subcelulares (aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, etc) (Hartl, 1996, 2002; Frydman, 2001; Araki y Nagata, 2011).

Uno de los componentes fundamentales de los sistemas de control de calidad de
plegamiento son las chaperonas y chaperoninas moleculares. Esta clase de proteinas,
que no son consideradas catalizadores ya que no aumentan la velocidad de la reacion
de plegamiento, se une reversiblemente a regiones hidrofébicas expuestas de
cadenas polipeptidicas recién sintetizadas y, mediante diversos mecanismos (que
pueden requerir la hidrolisis de ATP) rompen interacciones no nativas, ayudando a
alcanzar el estado nativo (Hartl, 1996, 2002; Lee y Tsai, 2005; Kim y col., 2013).
Adicionalmente, la interaccion de las chaperonas con la cadena polipeptidica
desplegada o mal plegada protege de la degradacion y evita la agregacion con otras
proteinas (Tang y col., 2006; Clare y col., 2009). Algunas chaperonas (por ejemplo,
Hsp 70) pueden revertir el plegamiento de las moléculas que estan plegadas
incorrectamente estirandolas, y por tanto dandoles una nueva oportunidad de
replegarse correctamente (figura 15) (Bukau y Horwich, 1998; Martin, 2000). Por otro
lado, las chaperoninas (por ejemplo, el complejo GroEL/GroES) forman las
denominadas cavidades de Anfinsen, donde, ademas de romperse las interacciones
no nativas, se aisla a la cadena polipeptidica del entorno celular, y por lo tanto se crea
un efecto de dilucién que permite que la reaccion de plegamiento avance en funcion
de su potencial termodinamico. Ademas, muchas chaperonas y chaperoninas pueden
mostrar dos actividades enzimaticas adicionales que controlan la cinética de la
reaccion: la actividad disulfuro isomerasa (PDI), que cataliza la correcta formacion de
puentes disulfuro intra- e intercatenario (Gruber y col., 2006) y la actividad prolil-

isomerasa, que cataliza la isomerizacion cis-trans de las prolinas (Gothel y Marahiel,
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1999). Estas actividades enzimaticas también pueden proceder de enzimas sin
actividad chaperona propiamente dicha, pero que se asocian a las chaperonas y
chaperoninas para participar en el proceso de plegamiento.

Una de las caracteristicas de los sistemas de control de calidad de plegamiento es su
dinamismo, ya que la concentracion celular, localizacién y actividad de cada proteina
deben estar cuidadosamente controlados en respuesta a los cambios ocurridos en el
microambiente celular (por ejemplo: estrés celular). Este control, que permite un
balance saludable del proteoma, o proteostasis, se logra mediante la cooperacion
entre los sistemas de chaperonas en conjuncion con el transporte de proteinas y la
maquinaria de degradacion (compuesta por varias proteasas muy especializadas) (Kim
y col., 2013; Tyedmers y col., 2010). Estas proteasas degradan a aquellas proteinas
que no consiguieron plegarse correctamente o que por alguna razéon perdieron su
estado nativo. La degradacién se da ya sea por el sistema ubiquitin-proteosoma (UPS:
ubiquitin-proteasome system) o por el sistema autofagosoma-lisosomal/vacuolar (ALP:
autophagosome-lysosome system) (Takalo y col., 2013; Kim y col., 2013). Para el
primer caso, las proteinas mal plegadas son marcadas mediante la uniéon covalente
con un numero variable de moléculas de ubiquitina y posteriormente son degradadas
en el complejo proteosoma. El segundo caso ocurre si las proteinas agregadas no

pueden ser degradadas por el proteosoma (figura 15).
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Figura 15. Plegamiento in vitro y sistemas de control de calidad de plegamiento. Los sistemas de
chaperonas, el transporte de proteinas y la maquinaria de degradacién se encuentran intimamente
relacionados. La degradacion se da por el sistema UPS (ubiquitin-proteasome system) o por el sistema
autofagosoma-lisosomal/vacuolar (ALP: autophagosome-lysosome system). Adaptado de Kim (2013).
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12. Enfermedades conformacionales

La existencia en todos los organismos vivos de sistemas de control de plegamiento,
asi como el enorme gasto energético para su manutencidon; nos da una idea de la
importancia que tiene para la célula tanto, alcanzar el correcto plegamiento de sus
estructuras proteicas, como evitar la agregacion de las mismas (Dobson, 2004; Jahn y
Radford, 2005). La habilidad de los tejidos y células de mantener la proteostasis de
manera natural declina durante la vejez, manifestdndose en una acumulacion de
proteinas mal plegadas que permite la formacion de depdsitos agregados, toxicidad
celular y muerte de la célula (Kim y col, 2013). Adicionalmente a este proceso natural,
el plegamiento incorrecto puede ser causado por mutaciones en la proteina que
modifican la cinética de plegamiento o disminuyan la estabilidad del estado nativo
(Bross y col., 2008). Asi también, moléculas mal plegadas se pueden formar bajo
ciertas condiciones de estrés celular, como en los casos de choque térmico y de
incremento sostenido de la sintesis de proteinas, con la consecuente disminucion de la
capacidad funcional de los sistemas de control del plegamiento (Edor y Durham, 2006;
Gregersen y col., 2006).

El plegamiento andmalo de las proteinas puede producir la pérdida parcial o total de la
funcién de la proteina involucrada (Gregersen y col., 2001; Waters, 2001), asi como la
acumulacion, en los diferentes compartimentos celulares y el espacio extracelular, de
oligbmeros solubles con propiedades citotdxicas, agregados amorfos o bien,
agregados especificos estructurados de tipo fibrilar (denominados fibras amiloides)
(figura 1.6).

En los ultimos 20 anos estos estados agregados han sido relacionados con una serie
de patologias reunidas bajo el término de “enfermedades por plegamiento incorrecto
de las proteinas” (Dobson, 1999; Gregersen y col., 2006), también conocidas como
enfermedades conformacionales. Dentro de este grupo de enfermedades, las
relacionadas con fibras amiloides (denominadas amiloidosis), han sido extensamente
estudiadas debido a que muchas de ellas representan problemas de salud de primer
orden para los humanos (Alzheimer, encefalopatias espongiformes o las amiloidosis
sistémicas) (Hirschfield, 2004).

Toda esta informacién ha dado pie al surgimiento de un nuevo panorama energético
de plegamiento (modelo del embudo doble) (figura 16), donde el plegamiento y la
agregacion se encuentran en constante competencia. En este modelo, las fibras
amiloides representan un estado de organizacién estructural final de menor energia
que el estado nativo (estabilizado por contactos intramoleculares), que se adquiere
mediante una serie de contactos intermoleculares entre varias moléculas de la misma
proteina (Jahn y Radford, 2005).
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Figura 16. Nuevo panorama energético del plegamiento. Dos embudos paralelos y conectados por la
parte superior muestran de manera mas correcta las posibilidades conformacionales durante el
plegamiento de las proteinas. EI embudo que lleva al estado nativo estd regido por contactos
intramoleculares, mientras que el embudo que lleva a la formacién de diferentes tipos de agregados se
rige por contactos intermoleculares. Adaptado de Kim (2013).

12.1. Caracteristicas generales de las fibras amiloides

El componente fundamental de los depdsitos en cada tipo de amiloidosis son
agregados fibrilares insolubles de una proteina particular o sus fragmentos (Hirschfield,
2004; Chiti y Dobson, 2006). Las fibras amiloides son agregados proteicos ordenados
y muy inertes, los cuales poseen propiedades comunes de apariencia microscopica y
sub-microscoépica, asi como tintoreales y espectroscopicas, lo cual sugiere que
comparten elementos estructurales fundamentales (Sunde y Blake, 1998). Entre estas
caracteristicas comunes de los amiloides se encuentra la capacidad de unir colorantes
y fluoroforos especificos, Congo red y la tioflavina-T, lo cual modifica las propiedades
de absorcién y fluorescencia respectivamente; al provocar un desplazamiento hacia el
rojo en el espectro de absorcién, en el primer caso y, un aumento del maximo de

fluorescencia en el segundo caso (figura 17.A-B) (LeVine, 1993).
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Al microscopio electronico de transmisién (TEM), los depdsitos de amiloide estan
compuestos por un conjunto de unos 2 a 6 protofilamentos entreligados entre ellos, de
aspecto recto y rigido, de longitud variable, pero con diametros en el orden de los 75 a
los 120 A (figura 17.C) (Serpell y col., 2000). Los estudios de difraccion de rayos X de
fibras alineadas, obtenidas tanto de muestras ex vivo como producidas in vitro, dan un
patron comun denominado “B-cruzado”, que indica que las fibras amiloides estan
formadas por hojas-B extendidas orientadas paralelamente al eje longitudinal de la
fibra, mientras las hebras que las forman se disponen perpendicularmente a éste eje
(figura 17.D) (Makin y Serpell, 2005).
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Figura 17. Propiedades espectroscépicas, morfolégicas y patron de difraccion de agregados
fibrilares obtenidas in vitro. A) Espectro de absorcién de luz de rojo Congo. B) Espectro de emision de
fluorescencia de tioflavina T en presencia de agregados fibrilares (o) y de la forma soluble (o) de un
dominio V. recombinante. C) Imagenes TEM de la morfologia de las fibras amiloides. D) Patrén de
difraccién de rayos X y estructura  cruzada de las fibras amiloides. Adaptado de Makin y Serpell (2005).
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12.2. Amiloidosis: caracteristicas generales

Las amiloidosis son un grupo de enfermedades degenerativas, clinica vy
bioquimicamente muy heterogéneas, que se caracterizan por la deposicion
extracelular de agregados fibrilares insolubles de naturaleza proteica. A este grupo
pertenecen enfermedades muy relevantes de la patologia humana como la diabetes
mellitus tipo Il, las enfermedades de Parkinson y Alzheimer, la enfermedad de
Creutzfeldt-Jacob (variante en humanos de la encefalopatia espongiforme bovina), la
polineuropatia familiar amiloidética, la amiloidosis asociada a la dialisis renal crénica y
la amiloidosis derivada de las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas (AL), entre
otras (Hirschfield, 2004; Buxbaum, 2006).

La heterogeneidad clinica de las amiloidosis deriva de la amplia y diversa distribucion
tisular de los depédsitos amiloides. Las amiloidosis localizadas, como el término lo
indica, se limitan a un unico 6rgano o tipo de tejido; por ejemplo, en la diabetes
mellitus tipo Il y la enfermedad de Alzheimer los érganos afectados son el pancreas y
el cerebro, respectivamente. En contraste, en las amiloidosis sistémicas, como es la
amiloidosis AL, varios 6rganos estan involucrados (tabla I1). La deposicién amiloide se
asocia a la aparicién de un conjunto de signos y sintomas que reflejan el grado de
disfuncion del 6rgano u dorganos involucrados, condicion que generalmente se
profundiza con el tiempo si no se modifica mediante acciones terapéuticas. La
distribucion y cuantia de los depdsitos varian notablemente de un tipo de amiloidosis a
otro, e incluso, pueden diferir entre pacientes afectados por la misma variante, lo cual
determina la considerable heterogeneidad observada en la evolucién clinica de los
pacientes. Muchas amiloidosis afectan 6rganos vitales, como el corazén, los rifiones,
el higado y el cerebro, por lo que su evolucion suele ser generalmente fatal (Jacobson
y col., 1998; Hirschfield, 2004; Westermark y col., 2005; Buxbaum, 2003, 2006; Chiti y
Dobson, 2006).

13



Introduccién

Tabla I1. Amiloidosis humanas.
Las amiloidosis humanas hacen referencia a un grupo de enfermedades de etiologia diversa, pronéstico y
tratamiento variables, con una caracteristica comun: todas ellas estan causadas por el deposito
extracelular de un material, denominado material amiloide. En la siguiente tabla, se indican las principales
amiloidosis humanas ya sea de tipo sistémica (S, involucrando varios 6rganos) o localizada (L,
involucrando un unico érgano o tipo de tejido), asi como, las proteinas amiloides precursoras.

Lactoferina

unién (a+B)

Precursor Tipo de plegamiento Amiloide Sistémica (S) o Sindrome
(estructura secundaria) localizada (L)

Cadena ligera de Inmunoglobulinas (todo-f) AL S.L S;’(:Lmnggzoya

inmunoglobulinas mieloma maltiple

Cadena pesada de Inmunoglobulinas (todo-B) AH S,L S;’(:Lmnggzoya

inmunoglobulinas mieloma maltiple
. . Inmunoglobulinas (todo-f) AB:M S, ¢L? Asociado a

B> microglobulina (Articulaciones) hemodialisis

s Prealbumina (a+p) ATTR S Familiar Senil

Transtiretina sistémico

(mutantes silvestres)

. - Desconocido (Todo-a) AA S Secundario a
Apoproteina sérica AA inflamacion crénica
Avolioroteina Al No estructurado en AApoAI S Familiar

polip condiciones nativas
(Fragmento N-
terminal)
. . Desconocido AApoAll S Familiar
Apoliproteina Il
(Fragmento N-
terminal)
Apoliproteina IV Desconocido AApoAIV S E:gg;a:jcﬂcaol
(Fragmento N- envejecimiento
terminal)
Gelsolina (Mutantes) No estructurado en AGel S Familiar (Variante
condiciones nativas finlandesa)
Lisozima (Mutantes) Alys Familiar
Cadena o del Desconocido AFib Familiar
Fibrinbgeno
Proteina precursora No estructurado en AB L Enfermedad de
AB P condiciones nativas Alzheimer,
demencia senil
Proteina prion No estructurado en APrP L Encefalopatias
P condiciones nativas espongiformes
(segmento 1-120) y hélice-a transmisibles
(121-230)
Pro-Calcitonina No estructurado en Acal L Carcinoma medular
condiciones nativas del tiroide
Polipéntido amiloide No estructurado en AIAPP L Diabetes mellitus
rolipeptico amiol condiciones nativas tipo Il
insular (Amilina)
Polinéntido atrial No estructurado en AANF L Deposicién en
peptt condiciones nativas Auriculas (Atrios)
natriurético
Prolactina Cuatro hélices de citogquinas APro L Senil (Glandula
(Todo-a) pituitaria )
Prolactinomas
Insulina Insulina (Todo-a) Alns L Latrogénico (Sitio de
inyeccion)
Lactaderina (Medina) Desconocido AMed L Senil adrtico

- Desconocido AKer L Familiar (Cérnea)

Keratoepitelina
Proteina periplasmica de AlLac L Cérnea
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13. Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (de la traduccion: Alzheimer’s disease, AD) es una de las
patologias neurodegenerativas mas frecuentes, constituyendo la causa mas habitual
de demencia en adultos mayores de 65 afios (Solomon, 2007). Estudios
epidemiolégicos realizados recientemente por la Organizacion Mundial de la Salud (de
la traduccién: World Health Organization, WHO) estiman que en el afio 2011 hubo una
incidencia de 36 millones de personas con demencia a nivel mundial, de igual forma,
estiman la aparicion anual de 7.7 millones de nuevos casos y, pronostican que para el
afo 2050 se esperan 115 millones de personas afectadas por demencia (WHO y ADI,
2012). Es por esto, que la AD es considerada un problema de salud publica en paises
desarrollados, con importantes implicaciones a nivel medico, econémico y social
(Selkoe y Schenk, 2003).

13.1. Fisiopatologia y anatomopatologia de Alzheimer (AD)

La patologia se caracteriza en su forma tipica por una pérdida progresiva e irreversible
de la memoria y de otras capacidades mentales, a medida que las células nerviosas
(neuronas) mueren y diferentes zonas del cerebro se atrofian, principalmente la
corteza cerebral y el hipocampo (figura 18.A). En particular, estas afectaciones se dan
en la neocorteza, el area entorrinal, el hipocampo, el nucleo amigdalino, el nucleo
basal, el tdlamo anterior y varios nucleos monoaminérgicos del tronco encéfalico. La
progresion de la neuropatologia de Alzheimer incia desde el cértex transentorrinal, en
los primeros estadios, extendiéndose al resto del sistema limbico hasta una expansion
difusa en el neocortex e hipocampo (Braak y Braak, 1991; Selkoe y Schenk, 2003).

El paciente manifiesta un deterioro cognitivo general, como pérdida del sentido de la
orientacion espacio-temporal, trastornos conductuales y deficiencias en funciones
motoras (Selkoe y Schenk, 2003).

Fisiologicamente, la patologia se caracteriza por la presencia de alteraciones tipicas
(Sangram y col., 2002; Selkoe y Schenk, 2003; Mattson, 2004):

i. La acumulacién intracelular de ovillos neurofibrilares de proteina tau (normalmente
asociada a microtubulos) hiperfosférilada y con modificaciones oxidativas (figura
18.B).

ii. La presencia extracelular de placas amiloides compuestas por fibrillas del péptido
B-amiloide (AB) rodeadas de dendritas y axones distroficos, microglia activada y
astrocitos reactivos (figura 18.C). Estas se observan en el hipocampo, la amigdala y

en la corteza que asocia los Iébulos frontal, parietal y temporal.
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iii. Depositos difusos extracelulares del péptido AB que generalmente no presentan
fibras amiloides ni se encuentran asociados a glia o neuronas distréficas.

iv. Activacion de procesos inflamatorios y de respuesta inmune innata.

Figura 18. Lesiones y fisiologia cerebral en pacientes de AD. A) Visualizacion del cerebro en
diferentes fases de la enfermedad. La degeneracién y muerte neuronal se manifiesta principalmente en
la corteza cerebral y el hipocampo. Izquierda: paciente con AD en fase severa; imagen por PIB PET
donde se observa una importante carga amiloide (superior izquierda) e imagen por MRI (inferior izquierda).
Derecha: paciente con AD en fase temprana; carga amiloide menor (superior derecha) e hipocampo
normal (inferior derecha). B) ovillos neurofibrilares de tau y C) Placas amiloides. Imagenes obtenidas
por microscopia electronica. Adaptado de Sangram y col. (2002) y de Clifford y col. (2010).

13.2. Etiologia de la enfermedad

La teoria mas aceptada de la etiologia y patogénesis de la enfermedad se relaciona
con la hipétesis de la “cascada amiloide”, la cual postula la sobreproduccion,
agregacion y deposicion de péptidos AR (particularmente el péptido AB+.42, €l de mayor
potencial fibrilogénico) en las placas amiloides, como el inicio de la cascada de
procesos neurodegenerativos que ocasionan la perdida neuronal y demencia (Selkoe y
Schenk, 2003). En apoyo de esta hipdtesis, se ha observado que mutaciones cerca de
los sitios de procesamiento de la APP (Amyloid Precursor Protein) y/o en los genes de
las presenilinas (PS1 y PS2), componentes cataliticos de los complejos de secretasas
que procesan la APP, se asocian al incremento en la produccion del péptido AB142y
causan una forma hereditaria, autosémica dominante, de la enfermedad de Alzheimer
(Selkoe, 2001; Sangram y col., 2002). Normalmente, la proteina APP (glicoproteina de
770 residuos, presente en todos los tipos neuronales y también en otros tejidos) es
procesada por la accién proteolitica secuencial de dos enzimas: la a-secretasa y la y-
secretasa (via no amiloidogénica).

Los productos resultantes son péptidos solubles utiles para el normal funcionamiento
de las células. Pero en AD, la actuacion de la B-secretasa en lugar de la a-secretasa
(via amiloidogénica), ocasiona la liberacion de péptidos AB (péptidos de 39 a 43
residuos) de caracter insoluble (Kang y col., 1987) (figura 19). La forma mas comun es

la de 40 residuos (AB140), poco soluble, existiendo otras formas como la de 42
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residuos (AB+.42) 0 la de 43 residuos (AB1.43), que son mas insolubles que la forma AB.
40 Y forman fibrillas de manera mas rapida. Respecto a la APP, la resultante de la
protedlisis con a-secretasa (via no amiloidogénica) se denomina sAPPa (s de soluble),
mientras que la resultante de la protedlisis con B-secretasa (via amiloidogénica) se
denomina sAPPf3.
Viano Via amiloidogénica
amiloidogénica

e p—

=
i sAPPR

p

AlCD CTFa APP CTFp AlCD

Figura 19. Procesamiento de la APP. La APP puede ser procesada de diferentes maneras por diferentes
conjuntos de enzimas, una via conduce a la formacién de la placa amiloide (amiloidogénica), mientras que
la otra no (no amiloidogénico). En la via no amiloidogénica actua la a-secretasa produciendo inicialmente
un fragmento N-terminal soluble (sAPPa) y un fragmento C-terminal (CTFa), para finalmente, actuar la y-
secretasa y producir un fragmento N-terminal soluble (p3) y un fragmento C-terminal unido a membrana
(AICD). La via amiloidogénica se genera cuando actua la B-secretasa en lugar de la a-secretasa
produciendo un fragmento N-terminal soluble (sAPPB) y un fragmento C-terminal unido a membrana
(CTFEB). El producto mayoritario de la via amiloidogénica es el péptido AB1.40, mientras que el AB1.42 es
menos abundante, pero tiene un caracter mas hidrofébico y una mayor tendencia a formar agregados
Adaptado de http://www.nature.com/ .../v3/n4/fig_tab/nrn785_F4.html.

El modelo de agregacion del péptido AR mas aceptado hoy en dia, consiste en un
mecanismo de polimerizacion dependiente de nucleacion (figura 110). El péptido
secretado al espacio extracelular en forma monomérica actla como nucleo de
agregaciéon, dando lugar a oligdbmeros solubles que se asocian dando lugar a la
formacion de protofibrillas que, a su vez, se ensamblan entre si para dar lugar a las
conocidas fibras amiloides. Recientemente se han dado evidencias que sugieren a los

oligbmeros solubles y a las protofibrillas, pero no a las fibras maduras (de las que se
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creé resultan un mecanismo de autoproteccién), como las principales especies

neurotoxicas que inician la cascada neuropatoldgica (Haass y Selkoe, 2007).
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Figura 110. Modelo de agregaciéon del péptido AB. El modelo es dependiente de nucleacion y esta
basado en observaciones experimentales, entre otras, una cinética sigmoidal caracteristica, con una lenta
fase de nucleacion, seguida de una fase rapida de elongacién que da lugar a las fibras maduras. Adaptado
de Kirkitadze y col. (2001).

13.3. Modelos experimentales de la enfermedad de Alzheimer

Dada la importancia del rol genético en la AD, al dia de hoy, se han desarrollado
diversos modelos experimentales de AD procedentes de la tecnologia de los
transgenes. Estos modelos han permitido, tanto el mejor entendimiento de la
patogénesis (por ejemplo, factores neurotréficos implicados), como el desarrollo y la
evaluacion de nuevos tratamientos (test de vacunas, agentes neuroprotectores y
terapia génica) (hmad-Annuar y col., 2003; Trancikova y col., 2011).

Aunque hay trabajos sobre modelos experimentales celulares (cultivos de neuronas
hipocampicas maduras) (Lacor y col., 2007), modelos experimentales en ratas (lwata
y col., 2000), en embriones de pollo (Carrodeguas y col., 2005), en invertebrados
como Drosophila melanogaster o Caenorhabditis elegans (Langui y col., 2007), y se
postule la conveniencia de emplear otros modelos como el perro, los primates o
cetaceos por su proximidad filogenética y su mayor longevidad (similar al hombre)
(Sarasa, 2006), la mayor parte de los trabajos se fundamentan en modelos murinos

transgénicos (Sarasa y col., 2006; Hall y Roberson, 2013). La principales ventajas de
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los modelos murinos transgénicos son: i) el alto grado de conservacién filogenética
con los humanos en la arquitectura y funcion del hipocampo y la corteza entorrinal
(regiones involucradas en la memoria episddica y vulnerables en la AD) (hmad-Annuar
y col., 2003); ii) la similitud en el numero de genes y una considerable homologia a
nivel del 99% del genoma humano (Mouse Genoma Sequencing Consortium, 2002); iii)
el hecho que presentan caracteristicas fenotipicas de AD, como la acumulacién de
componentes toxicos (AP, tau), patrones de conducta y deficiencias cognitivas
estandarizadas; iv) constituyen modelos ideales para la evaluacion de la efectividad de
tratamientos en etapas tempranas presintomaticas (preclinicas) de AD (Zahs y Ashe,
2010) y; v) la relativa facilidad del mantenimiento de los modelos, entre otras.

Los modelos actuales de ratones transgénicos, se clasifican en funcion de la proteina

humana mutada que codifica el transgen (McGowan y col., 2006):

1. Modelos de hAPP. Ratones transgénicos que sobreexpresan APP humana-wild-
type (WT), o, mas comunmente, formas mutadas que presentan algunos humanos.
En estos ratones se secreta el péptido AB1.42.

2. Modelos basados en la mutacion de presenilina 1 (PS7) y modelos doble
transgénicos de hAPP/PS1. En estos ratones se incrementan la cantidad de
péptido AB+.42 secretada.

3. Modelos basados en el transgen APOE4. Los estudios de asociacion del genoma
completo en humanos (GWAS, Genome-wide association studies, o WGAS, Whole
genome association studies) apuntan que el alelo APOE4 es un factor de riesgo
para la AD, incrementando la posibilidad de desarrollar la enfermedad y la edad de
inicio.

4. Modelos basados en tau humana. Ratones que expresan la proteina tau humana
mutada taupsos. que causa la degeneracion de los neurofilamentos.

5. Modelo triple transgénico (3xTg-AD). Ratones que expresan los transgenes
APPsye, TAUp301. Y PS1u146v, Y muestran deposicién de AB y formacion de ovillos
neurofribrilares de tau de manera dependiente de la edad y en las mismas
regiones en las que se dan en humanos, asi como déficits cognitivos (Oddo y col.,
2003).

El modelo ideal de AD deberia desarrollar todo el rango de caracteristicas clinicas y

patoldgicas de la enfermedad: incluyendo las deficiencias cognitivas y de conducta, las

placas amiloides y ovillos neurofibrilares, gliosis, perdida sinaptica, auxonopatia,
pérdida neuronal y neurodegeneracion. Y, aunque a la fecha existen numerosos
modelos de ratones ftransgénicos que reproducen en diferente grado las

caracteristicas de la enfermedad, aun no existe un modelo que las exhiba todas. A
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pesar de eso, el modelo 3xTg-AD es el que incorpora la mayoria de las caracteristicas
propias de la enfermedad, considerandosele el mas adecuado para la evaluacion
preclinica de tratamientos (Hall y Roberson, 2013).

Dentro de las caracteristicas patoldgicas humanas de AD incorporadas en el modelo
murino 3xTg-AD, se encuentra la progresion neuroanatomica. En este sentido, el
grupo que desarrollé dicho modelo encontrd en animales jovenes de 3 meses de edad
(correspondiente a estadios tempranos de la enfermedad) la presencia de depésitos
AB en cortex, no asi en el hipocampo. De igual forma, dicho modelo presenta una
progresion de la carga AP, intra y-/o extracelular, que va desde el cortex hacia el
hipocampo. Finalmente sehalar que en animales viejos de 15 meses de edad
(correspondiente a estadios tardios de la enfermedad) los depdsitos AB se encuentran
fuertemente extendidos tanto en cértex como en hipocampo (figura 111) (Oddo y col.,
2003).
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Figura 111. Progresion neuroanatémica cerebral de los depdsitos AR en ratones 3xTg-AD. Cortes
Inmunohistolégicos de secciones coronales de cortex (A, C y E) e hipocampo (B, D y F) en ratones de 3, 6
y 15 meses de edad, utilizando anticuerpos especificos para AB1.42. Los depositos AB se inician en cortex
a partir de los 3 meses de edad y progresivamente avanzan hacia el hipocampo, encontrandose
extendidos tanto en cortex como en hipocampo a los 15 meses de edad. Reproducido de Oddo y col.
(2003).
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14. Inmunoterapia

Actualmente la terapia existente para pacientes de AD se sigue basando en
tratamientos sintomaticos, por lo que son Unicamente paliativos. Entre las nuevas
lineas de investigacién mas prometedoras se encuentra la denominada inmunoterapia,
que consiste en provocar una respuesta inmune frente a los depdsitos de péptidos
patégenos causantes de la enfermedad, de tal forma que se estimula la reduccién de
las placas de AB del cerebro (Schenk y col., 1999; Sakai y Yamada, 2013; Lambracht-
Washington y Rosenberg, 2013; Kanemaru, 2013). Basicamente pueden distinguirse 2
estrategias de inmunizacion para la AD: la inmunizacion activa (mediante
administracion del antigeno, es decir, el péptido AR o un fragmento de él) y la
inmunizacion pasiva (mediante administracion de anticuerpos monoclonales, o
derivados, anti-AB) (Schenk y col., 1999; Moreth y col., 2013).

14.1. Inmunizacién activa

Hoy dia existen diversos estudios de este tipo de inmunizacién en los que se han
empleado distintas vias de administracion del antigeno, tipos de coadyuvante, uso de
epitopos AB maodificados y/o conjugados inmunolégicos AB. En particular, se han
realizado diversos ensayos con el péptido ABs4, (0 fragmentos derivados de él)
administrandolo a ratones transgénicos PDAPP que desarrollaron y mantuvieron un
alto titulo de anticuerpos contra dicho péptido en el suero sanguineo, asi como, una
marcada reduccién del numero y densidad de los depdsitos de AB en el cerebro
(Schenk y col., 1999); e incluso, una reduccién en paralelo de las neuritas distroficas y
astrocitosis (figura 112) (Lombardo y col., 2003).

Trabajos posteriores encontraron que la inmunizaciéon anti-AB se asocia con una
mejoria en las funciones cognitivas en ratones transgénicos, tanto si se acompafaba
de reduccion en la carga amiloide del cerebro (Morgan y col., 2000; Janus y col., 2001)
como si no (Dodart y col., 2002).

En vista de los excelentes resultados obtenidos en extensos estudios preclinicos de
seguridad en varias especies animales (ratones, conejos, hamsters y primates no
humanos), Elan Pharmaceuticals procedié a la inmunizacion con un formulado de AB.
42 Sintético pre-agregado junto al adyuvante inmunogénico QS-21 en un ensayo
internacional, multicéntrico, randomizado que se inicié en el afio 2001 para evaluar la
seguridad, tolerabilidad y eficacia clinica (AN1792). El ensayo clinico fue detenido en
fase lla debido a que el 6% de los pacientes inmunizados desarrollaron
meningoencefalitis aséptica subaguda tras la inmunizacion. EI examen postmorten de
dos pacientes que habian participado en el ensayo AN-1792 revelé escasez de placas

en el neocértex y ausencia de neuritas distroficas y astrocitos reactivos; sin embargo,
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se detectd microglia activada (Senior, 2002; Gilman y col., 2005). Adicionalmente,
aquellos pacientes que participaron en el estudio y se inmunizaron correctamente
mostraron, incluso 1 afio después de la ultima dosis, un menor declive cognitivo que

los pacientes que no se inmunizaron (Hock y col., 2003).
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Figura 112. Analisis cuantitativo de la carga amiloide en células corticales de ratones PDAPP. El
tratamiento comenz6 a los 11 meses de edad. La carga de amiloide se redujo significativamente en el
grupo vacunado con el péptido AB, en comparaciéon con los controles con PBS, a los 15 y 18 meses de
edad. El valor medio de la carga amiloide para cada grupo se muestra como una linea horizontal. UTC:
controles no tratados; PBS: controles con tampdn fosfato salino; AB42: animales vacunados con el péptido
AB1.42. Reproducido de Schenk y col. (1999).

14.2. Inmunizacion pasiva

La eficacia, alta especificidad y selectividad de la interaccién anticuerpo-antigeno para
neutralizar o secuestrar venenos, toxinas o agentes patoldgicos, entre otras cosas,
hacen que las terapias con anticuerpos monoclonales y sus derivados representen hoy
en dia una de las areas de mayor crecimiento en la farmacologia (Fu y col., 2010).

Los estudios con inmunizacion pasiva incluyen el uso de anticuerpos monoclonales
(mAb) o fragmentos de anticuerpos especificos dirigidos contra epitopos estratégicos
de AB+.42 (tales como el extremo N-terminal, EFRH) (Frenkel y col., 2003). En sistemas
murinos transgénicos para APP se ha mostrado su efectividad para prevenir o eliminar
la deposicion amiloide (figura 113), dependiendo de si el tratamiento se inicia antes o
tras el comienzo de la deposicion, pudiendo incluso prevenir el deterioro cognitivo en
dicho modelo animal (DeMattos y col., 2001; Wilcock y col., 2004).
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Figura 113. Inmunohistoquimica AB. Marcaje de AB en el hipocampo de ratones transgénicos APP
después de 3 meses de tratamiento. A) Control a los 3 meses: area marcada en esta seccion 9%; B) al
mes de tratamiento: area proporcional 7%; C) a los 2 meses de tratamiento: area 3%; D) a los 3 meses de
tratamiento: area 2.5%. Amplificacion 40x. E) Grafico de la cuantificacion del area proporcional ocupada
por el péptido AB en el I6bulo frontal e hipocampo. Reproducido de Wilcock y col. (2004).

Se han propuesto tres mecanismos de accion de los anticuerpos anti-AB en la

reduccién de los depdsitos cerebrales de amiloide:

El primer mecanismo requiere que los anticuerpos anti-Ap atraviesen la barrera
hematoencefalica (BBB, Blood-Brain Barrier) accediendo al sistema nervioso
central (CNS, Central Nervous System) donde se unen a los agregados AP (fibrillas
y/o oligbmeros de bajo peso molecular), eliminando las placas amiloides al
desplazar el equilibrio (Solomon y col., 1997).

El segundo mecanismo sugiere que el anticuerpo anti-Af induce la reduccién de
los agregados AB por la activacion de la microglia y fagocitosis mediada por
receptores Fc (Schenk y col., 1999; Bart y col., 2000).

El tercer mecanismo postula que el anticuerpo anti-A3 reduce la concentracion
efectiva libre de AB en el sistema periférico (torrente sanguineo), generando una
alteracion en el flujo neto de péptidos AR del cerebro al plasma. Se basa en la
modulacion de un proceso cinético y termodinamicamente reversible, como lo es la
formacion de placas amiloides, modificando el estado de equilibrio entre las formas

AP solubles presentes en el CNS y en el sistema periférico (DeMattos y col., 2001).
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Aun se desconoce el mecanismo exacto por el que los anticuerpos consiguen los
efectos descritos, existiendo evidencias a favor y en contra de estas hipdtesis; sin
embargo, se considera que estos mecanismos no son mutuamente excluyentes (Arbel
y Solomon, 2007).

I15. Anticuerpos

Los anticuerpos (Ab, de antibodies) o inmunoglobulinas son producidas por las células
B plasmaticas y se producen naturalmente como parte del sistema inmune de los
mamiferos mediante el reconocimiento de antigenos en un modelo “llave-cerradura”.

El repertorio de anticuerpos humanos comprende cinco Clases diferentes de
anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 19G e IgM (que estructuralmente difieren en sus dominios
constantes de la cadena pesada), algunas de las cuales se encuentran subdividas
dentro de diferentes subclases. Y aunque las diferentes Clases tienen diferentes roles
en la respuesta inmune natural, en la industria farmacolégica la Clase 1gG es de las
mas utilizadas, ya que es el anticuerpo mas abundante en la sangre, constituyendo
hasta el 80%, ademas de ser la inmunoglobulina mas pequena, con un peso molecular
de 150 kDa, logrando facilmente pasar del sistema circulatorio a los tejidos; aunado a
esto, su sintesis es principalmente controlable por estimulo de los antigenos (Brekke y
Sandlie, 2003; Honegger, 2008).

En la figura 114 se muestra la estructura tipica de una inmunoglobulina G, que consiste
en dos cadenas pesadas (H, cadena azul) y dos cadenas ligeras (L, cadena magenta).
La cadena ligera consiste en dos dominios: el dominio variable de la cadena ligera (V,)
y el dominio constante de la cadena ligera (C.). En cambio, la cadena pesada consiste
en cuatro dominios: el dominio variable de la cadena pesada (Vy) y tres dominios
constantes (Cyq, Ch2 ¥ Cus). Cada dominio forma un sandwich-B con plegamiento
globular compacto (plegamiento de las inmunoglobulinas) y contienen al menos un
puente disulfuro intradominio. Las cadenas ligeras y pesadas estan conectadas por un
puente disulfuro entre el C-terminal de la cadena ligera y el dominio Cy; o la bisagra
entre Cyy y Crp. Las dos cadenas pesadas estan conectadas por puentes disulfuro
entre las regiones que forman la bisagra. Los dos sitios de reconocimiento al antigeno
(paratopo) estan localizados al final de los dos brazos de la molécula (en el
heterodimero Vy/V\), concretamente cada dominio (V4 y V) posee tres pequefias
secuencias hipervariables que son las responsables de la uniéon al antigeno,
denominadas: CDR (Complementary-Determining Regions), las cuales estan

flanqueadas por regiones denominadas FR (Framework Regions). Cada brazo de la
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molécula (fragmento Fab, antigen-binding fragments), consiste en los dominios V_y C_
de la cadena ligera y los primeros dos dominios de la cadena pesada (Vy y Cyy). Los
dominios Cy, y Cy3 de las dos cadenas pesadas forman parte de la regién constante
(Fc) de la molécula, el cual contiene los sitios de unién para el complemento y la
interaccion con el receptor-Fc, siendo responsable de la biodistribucion y el
aprovechamiento de las funciones inmunes efectoras in vivo de los anticuerpos, como

por ejemplo la activacion de la microglia (Roque y col., 2004; Honegger, 2008).

. SE——

i

Figura 114. Estructura del anticuerpo monoclonal IgG2a. Las cadenas pesadas se muestran en color
azul y las cadenas ligeras se muestran en color magenta. Uno de los brazos del anticuerpo (fragmento
Fab: Vy, Cui, VL y CL) se muestra en el circulo verde. Los sitios de unién al antigeno (paratopo) se
muestran en triangulos. La region constante (Fc: Chz y Chs) se muestra en el circulo rojo). Adaptado de
Harris y col. (1997).

15.1. Ingenieria de anticuerpos

Aunque los anticuerpos se producen de manera natural por el sistema inmune, las
necesidades de producir a gran escala anticuerpos con caracteristicas especificas,
aunado a los avances de la ingenieria genética, ha permitido la generacién de nuevos
anticuerpos o construcciones derivadas de ellos (ingenieria de anticuerpos) con grado

farmacéutico y con una alta aplicacién en las inmunoterapias. Se estima que en el afio
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2008, cerca de 200 anticuerpos y derivados formaban parte de ensayos clinicos para
el tratamiento de enfermedades especificas (Winter y Milstein, 1991; van Dijk y col.,
2001; Honegger, 2008).

La ingenieria de anticuerpos resultdé de la integracion de la tecnologia del hibridoma
(Koéhler y Milstein, 1975; Tomita y Tsumoto, 2011) con la tecnologia del DNA
recombinante (Peterson, 1996; Siegel, 2002) y con la técnica del phage-display
(Pande y col., 2010); dando poderosas herramientas para el disefio y produccién de
construcciones derivadas de anticuerpos humanos con propiedades deseables de
afinidad/especificidad y baja inmunogenicidad (Maynard y Georgiou, 2000; Roque y
col., 2004; Honegger, 2008; Buss y col., 2012).

Entre estas construcciones (figura 115) se encuentran: i) anticuerpos completos
quimericos humanizados; ii) fragmentos Fab; iii) fragmentos Fv; iv) moléculas tipo scFv
(incluyendo sus formas diméricas, diabodies; trimericas, triabodies) y; v) multimeros de
dominios variables (Vy 0 V\).

La creacion de estas nuevas moléculas, permite solucionar problemas de
inmunogenicidad, provocados tanto por las regiones Fc, como por el uso de
anticuerpos murinos. Ademas, permite mejorar caracteristicas farmacocinéticas, esto
gracias a: i) el uso de anticuerpos monoclonales humanizados (HumAb) en lugar de
los Ab murinos (MumADb), evitando induccion de la respuesta de anticuerpos humanos
anti-mouse (HAMADb) que aclararian los MumAb del torrente sanguineo; ii) el uso de
construcciones de menor tamafo que el anticuerpo completo, que permite que las
moléculas tengan una mejor internalizacion en los tejidos (por ejemplo: barrera
hematoencefalica); iii) la mejora de las propiedades biofisicas de la molécula, tales
como una mayor estabilidad termodinamica, una disminuciéon de la propensidad a la
agregacion y plegamientos mas eficientes, y; iv) el aumento de la multivalencia
produciendo un aumento en la afinidad funcional (avidez) por el uso de multimeros de:
Fabs, scFv y dominios simples de anticuerpos (Roque y col., 2004; Honegger, 2008;
Buss y col., 2012; Swartz y col., 2012)
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Figura 115. Ingenieria de anticuerpos y construcciones derivadas. Ejemplos de construcciones
derivadas de anticuerpos y las respectivas vias para su generacion. La tecnologia del hibridoma ha
proporcionado una manera de producir anticuerpos monoclonales de ratén. La ingenieria genética ha
permitido el disefio y la produccion de construcciones derivadas de anticuerpos humanos con
propiedades deseables de afinidad/especificidad, tales como: anticuerpos quiméricos, humanizados,
fragmentos de anticuerpos (tradicionalmente obtenidos por digestidon parcial de inmunoglobulinas con
proteasas), fragmentos de anticuerpos multiméricos, anticuerpos de fusidon (inmunoadesinas vy
inmunotoxinas) y anticuerpos biespecificos. Los fragmentos de anticuerpos multiméricos (diabodies,
triabodies y tetrabodies) se representan como estructuras multivalentes, aunque también pueden ser
disefiados para ser multiespecificos. Adaptado de Roque y col. (2004).

15.2. Anticuerpos humanizados

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) murinos, pese a ser muy utilizados
terapéuticamente, presentan algunos problemas en su utilizaciéon en seres humanos,
ya que el sistema inmune los identifica como cuerpos extrafios y reacciona para
destruirlos, por lo que su eficacia terapéutica se ve claramente disminuida. Ademas

pueden presentar posibles efectos secundarios como nefrotoxicidad y reacciones
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anafilacticas al estimular la formacién de anti-anticuerpos (Briiggemann y col., 1989).
Por ello, mediante ingenieria genética se ha podido obtener la humanizacién de los
anticuerpos monoclonales de raton, evitando asi el rechazo del sistema inmune al ser
introducidos en humanos. Son los llamados anticuerpos quiméricos. Un anticuerpo
quimérico se crea de tal manera que incorpora parte animal (30%) y parte humana
(70%) (Bruggemann y col., 1989a). La humanizacion es una técnica que se basa en la
estructura terciaria del sitio de combinacién con el antigeno, el paratopo, donde
existen unas regiones responsables de la unién al antigeno (CDR) mientras que otras
regiones solo sirven de soporte estructural al paratopo (FR) (figura 116). Por lo tanto,
las regiones de soporte estructural se obtienen de un anticuerpo humano mientras que
las regiones responsables de la union al antigeno proceden del anticuerpo generado
en raton (Boulianne y col., 1984; Presta, 2006; Cogne y col., 2009; Bernett y col.,
2010).

o FR1
FR3 DR 0
% l FR4 R 0
CDR]
u Dominio Dominio Dominio

V murino V humano V humanizado
{con la especificidad  (no inmunogénico, {con la especificidad
deseada, pero perc con especificidad  deseada e inmunogénicidad
inmunogénico) irrelevante) ausente)

Figura 116. Anticuerpo humanizado. Las regiones que reconocen el antigeno (CDR) provienen de un
dominio V murino, mientras que las regiones que no presentan especificidad relevante (FR) funcionan
como soporte estructural y provienen de un dominio V humano. Adaptado de: http://caibco.ucv.ve/caibco
Ivitae/VitaeSiete/Articulos/Inmunologia/ArchivosHTML/ SegGener.htm.

Hasta la fecha, casi todos los estudios realizados con inmunoterapia pasiva se han
realizado en animales transgénicos y por tanto su interpretacion debe ser evaluada
con precaucion a pesar de sus excelentes resultados. De la experiencia en humanos
tan solo existen algunos estudios con inmunoglobulinas humanas policlonales IVIG
(que incluyen anticuerpos anti-AB), que nos muestran que la aplicacién intravenosa de
estas inmunoglobulinas en 6 pacientes con AD esporadica causé una mejoria
significativa en el rendimiento cognitivo tras 6 meses de tratamiento (Dodel y col.,
2004). Asi mismo, hay ensayos clinicos en desarrollo de inmunoterapia pasiva con
anticuerpos monoclonales anti-AB (de los cuales existen varios con diferentes

especificidades), entre los que se pueden destacar los emprendidos por los
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Laboratorios Elan Pharmaceuticals con el anticuerpo monoclonal humanizado AAB-
001 (mAb-h3D6 6 bapineuzumab) dirigido contra el extremo N-terminal del péptido AB;
o por los laboratorios Eli Lilly con el anticuerpo monoclonal humanizado LY2062430
dirigido contra el dominio central. Desafortunadamente, el ensayo mas avanzado (fase
[Il con bapineuzumab) se tuvo que detener en Agosto de 2012 debido a la aparicién de
resultados contradictorios sobre su seguridad (Thomas, 2012). Ya en fase Il se habia
observado la aparicidon de edema vasogénico en aquellos individuos portadores del
alelo APOE4 que habian sido tratados con altas dosis de bapineuzumab. El
reclutamiento de pacientes no APOE4 y la disminucién de la dosis en la subsecuente
fase Il no fueron suficientes para garantizar la eficacia y seguridad del farmaco.

Las regiones Fc del complejo antigeno-anticuerpo que se unen a los receptores Fc de
la microglia pueden iniciar una respuesta inflamatoria, produciendo, entre otros efectos
adversos, el mencionado edema vasogénico. Por lo tanto, la inmunoterapia pasiva con
fragmentos de anticuerpos humanizados sin las regiones Fc promete ser una terapia
eficaz para el aclaramiento de las placas amiloides sin la sobreactivacion de la
microglia que origina una respuesta neuroinflamatoria no deseada, y demuestra que
no se requiere del anticuerpo completo para retener su actividad bioldgica (Liu y col.,
2004; Tammer y col., 2002). Por ello, en el grupo de investigacion en el que se
enmarca la presente tesis se construyd un gen sintético para scFv-h3D6, derivado de
bapineuzumab (AAB-001 o mAb-h3D6).

15.3. ScFv (Single-chain variable Fragment)

En 1988 se reportd por primera vez mediante dos articulos la produccién en E. coli de
una version recombinante del fragmento Fv en la que los dominios Vy y V. se
encontraban unidos fisicamente a través de un conector peptidico (Bird, y col., 1988;
Huston y col., 1988). Dicho conector tiene la longitud (~15 residuos) y flexibilidad
necesarias para permitir el empaquetamiento espacial adecuado de los dominios Vy y
V|, generandose un Fv funcional (figura 117) (Honegger, 2008; Ahmad y col., 2012).
Tales construcciones fueron denominadas Fv de cadena sencilla (del inglés single-
chain Fv, scFv), son mas estables, en comparacién con los Fv convencionales, y
conservan la capacidad de reconocer y ligar al antigeno; siendo uno de los formatos
mas populares de anticuerpos recombinantes con aplicaciones medicas. Su empleo
terapéutico exige que mantengan su actividad por varias horas o dias después de
haber sido inyectados en el suero humano a 37°C, sin que se degraden o precipiten,

por lo que deben tener una alta estabilidad (Worn y Plickthun, 2001; Honegger, 2008).
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Figura 117. ScFv humanizado. A) Estructura modular del fragmento scFv-h3D6. Los dominios Vyy Vi
se encuentra unidos fisicamente a través de un conector peptidico ((GlysSer)s, 15 residuos). Las regiones
que reconocen el antigeno (CDR) provienen de un dominio V murino (en rojo), mientras que las regiones
que no presentan especificidad relevante (FR) funcionan como soporte estructural y provienen de un
dominio V humano (en verde). B) Representacion de la superficie del scFv-h3D6. La region de
paratopo se indica de color azul y magenta y estd compuesta por 6 regiones de CDR, 3 por cada dominio.
Adaptado del modelo de Marin-Argany (2009, 2013).

Ahora bien, cuando se habla de estabilidad en este tipo de moléculas, se tiene que
entender que la estabilidad global de la molécula depende de la estabilidad intrinseca
de los dominios Vy y V|, asi como, de la estabilidad de la interficie interdominio. Una
insuficiente estabilidad de la interficie Vu-V. del scFv provocaria que el
empaquetamiento global de la molécula fuera deficiente y que regiones hidrofébicas se
encontraran expuestas, promoviendo agregacion; por lo que a menudo, la tendencia a
la agregacion inducida por temperatura se encuentra correlacionada con la estabilidad
termodinamica (Woérn y Plickthun, 1999, 2001). Dada su naturaleza de
inmunoglobulina, la molécula presenta el tipico puente disulfuro intracatenario en
ambos dominios variables (Vy y VL), jugando un papel importante en la estabilidad de
la estructura, ya que presenta una contribucion de cerca de 14 KJ mol™ a la estabilidad
del dominio que pertenece (Worn y Plickthun, 2001; Ewert y col., 2004).

En el afio 1999, Woérn y Pluckthun, estudiaron y clasificaron en cuatro clases el
comportamiento de desplegamiento en el equilibrio de diferentes scFv; los cuales
estan determinados por la estabilidad relativa intrinseca de los dominios (Vyy VL) y la

estabilidad extrinseca de la interficie V-V (figura 118).
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Figura 118. Clasificacion de scFv de acuerdo a su comportamiento de desplegamiento en el
equilibrio. A) Esquema de las Clases de scFv. Las estabilidades intrinsecas de los dominios estan
representadas por las barras negras, las contribuciones extrinsecas de la interficie estan representadas
por las barras vacias. Va y Vg son los dominios del scFv (Vi y V1) y Va es definido como el dominio mas
estable. AG es la energia libre del plegamiento. B) Curvas de desplegamiento caracteristicas de cada
Clase de scFv. En los scFv de Clase |, se forman intermediarios de plegamiento metaestables, en los
cuales Vg se encuentra desplegado y Va se encuentra aun nativo, como resultado de grandes diferencias
de estabilidad entre ambos dominios. En los scFv de Clase I, la estabilidad de la interficie estabiliza el
plegamiento del dominio menos estable. En los scFv de Clase Ill, ambos dominios son estables y la
estabilidad de la interficie estabiliza aun mas el plegamiento de la molécula. En los scFv de Clase IV,
ambos dominios son estables, con un dominio ligeramente mas estable que el otro. Adaptado de Worn y
Pluckthun (1999).
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Por otro lado, en general estas moléculas presentan problemas de solubilidad y de
plegamiento, incluso cuando se expresan en cis con proteinas del sistema Dsb (con
actividad disulfuro isomerasa y chaperona), lograndose en ocasiones rendimientos
minimos que Unicamente permiten ensayos tipo ELISA para confirmar la interaccion
con el antigeno (Sun y col., 2012).

Inicialmente se describid la expresion de este tipo de moléculas en el espacio
periplasmatico, donde un complejo de enzimas Dsb catalizan la oxidacién e
isomerizacion de los puentes disulfuro (Kadokura y col., 2003; Messens y Collet, 2006).
En ocasiones, algunos fragmentos de anticuerpos expresados en condiciones
reductoras, por ejemplo en el citoplasma de E. coli, no pueden formar eficientemente
los puentes disulfuro, por lo que se encuentran desestabilizados y solo una pequefa
fraccion puede alcanzar el plegamiento nativo (Cattaneo y Bioca, 1999).
Recientemente, el uso de cepas mutantes deficientes en las reductasas de las vias de
la tiorredoxina (frxB) y de la glutarredoxina (gor), las dos vias principales de
6xidoreduccion en E. coli, han permitido la obtenciéon de scFvs con puentes disulfuro
nativos en el citoplasma (Jurado y col, 2002; 2006). Esta expresién se ve aumentada
al co-expresar intracelularmente chaperonas como DsbC y Trx, aunque se ha
demostrado que ejercen una funcion chaperona, no actuando como
disulfuroisomerasas en el citoplasma de estas células deficientes en reductasas
(Jurado y col., 2006).

En cualquier caso, los rendimientos de purificacion de este tipo de moléculas resultan
bajos, por ejemplo, uno de los mayores rendimientos reportado en la bibliografia sobre
la purificacion de un scFv es de 3 mg/L de cultivo; y los mismos autores senalan que
su sistema soélo ha sido util en la expresion de un scFv concreto entre varios
intentados (Zheng y col., 2003).

El hecho de que la expresién de scFvs tenga un rendimiento tan bajo, nulo en muchos
casos, abre la posibilidad de un redisefio racional de la molécula para aumentar la

estabilidad y disminuir la tendencia a la agregacion.
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15.3.1. Modelo tridimensional del scFv-h3D6

En el grupo de investigacion se construyd un gen sintético para scFv-h3D6 a partir de
la secuencia del mAb bapineuzumab y se elaboré un modelo tridimensional de la
molécula mediante el programa MODELLER 9v2 (Marin-Argany, 2009, 2013; Rivera-
Hernandez y col., 2013). Para ello se usé como molde la estructura cristalina de un
scFv dirigido contra el receptor de un coronavirus causante de un sindrome
respiratorio en humanos (SARS, spike protein receptor binding domain) (cédigo PDB:
2GHW:B), con el que comparte un alto grado de homologia, lo que hace que el modelo
sea muy fiable.

El modelo final presenta un plegamiento de tipo inmunoglobulina consistente en dos
dominios variables (Vy y VL), unidos por un conector flexible (Gly,Ser);. El plegamiento
de cada dominio variable consiste, en un barril-3 abierto formado por dos hojas-f3
antiparalelas empaquetadas, una que contiene 4 cadenas-§ (A, B, E, D) y la otra que
contiene 5 cadenas-p (C, C', C”, F, G). Los 3 CDR (Complementary-Determining-
Region) de cada dominio son loop que conectan las cadenas-f B-C, C'-C"" y F-G,
agrupandose en un extremo del barril-B, expuestos al solvente y por tanto accesible a
la unién con el antigeno (oligémeros del péptido AB). Por otro lado, el conector flexible
se encuentra en el lado opuesto del barril-B, presentando también accesibilidad al
solvente. El N- y C-terminal de cada dominio estan separados y localizados en los
extremos opuestos del barril-g (figura [19.A-B).

El scFv-h3D6 contiene cinco residuos de triptéfano, de los cuales, tres se localizan en
el dominio Vy (el residuo conservado W36, W47 y W103, en las cadenas-B C, C" y G,
respectivamente; numeracion de Kabat: Wu y Kabat 1970; Kabat y col., 1987; Johnson
y Wu, 2001) y dos en el dominio V| (el residuo conservado W35 en la cadena-f C, y el
W89, que es el primer residuo del CDR3 en la cadena-3 F). Los residuos conservados
Vy-W36 y V. -W35, constituyen los centros de los nucleos hidrofébicos de cada
dominio, mientras que los residuos Vy-W47, Vy-W103 y V| -W89, estan localizados en
la interficie de los dominios (figura 119.C). Para tener una idea de la relevancia de las
interacciones hidrofobicas que se dan entre estos residuos de la interficie, la distancia
entre V4-W103-CZ2 y V. -W89-CH2 es de 3.3 A, y entre Vy-W47-CD1 y V,-W89-CZ2
esde 5.7 A

El plegamiento esta estabilizado por puentes de hidrogeno entre las cadenas-f de
cada hoja, ademas de interacciones hidrofébicas entre residuos de hojas- opuestas y
puentes disulfuro entre dos hojas-f (cadena-f By F, C22-C92 en V, y C23-C88 en V)
(figura 119.C).

Mediante este modelo tridimensional se examind a aquellos residuos con interacciones

poco favorables en cuanto a la estabilidad de las estructuras secundarias de las cuales
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forman parte y su empaquetamiento terciario, permitiéndonos de tal forma, disefar

mutaciones con el fin de mejorar la estabilidad de la molécula.

A) CAMEVYOLLESGO QLW Q>P Cadena A B I.-"-'-_.-“-
L-:..: Cadera B |
2 il
[ «[TIYIEE D Gaderm &
LI w.

BNANARITES "y Cadena D
F [+ "
vﬂ 5 H
’ CoRz v A
" coEIEEPpon’ ©  Cesemc
comn | s @IEAVWEL © Cadena C°
C-[MEWWVARO DG f Cadena C
- H- @ﬁ":‘"{-'r' ¥ ¥ WA -T Cadena F
W8 RS TYWo ool u;.v.z.g Cadena G
&
1]
o :;‘.fﬁ' =
4 .:i:‘ts':l'u-ir"':'ﬂI ' .
___E.rﬁ'.rﬁ.

]
DYVNTO>B[PLE =>' PG Cadena A

s ﬂ-_ PE Cadsrna B
i A, Casena

L
L B ":".‘ ""-,. Cadena D
v b o B
L : 4 0
x F
o cIvn 2 v A
; - ; 1 :
5 s 5.g 2 Cudena C°
K v T HG]r-s Cudena C°
L] L] M
-FLHWL HPGa Cadena C

FHT-AWETYVaY Cadena F
L0 T
Pa.TOOOTRVETL -

Figura 119. Modelo de la estructura del scFv-h3D6. A) Diagrama Topolégico de la estructura del
scFv-h3D6. Las dos hojas-f antiparalelas de cada dominio han sido separadas. Una hoja-8 contiene 4
cadenas (A, B, E, D)y laotra 5 (C, C’, C", F, G). Los dominios V4 y V_ estan unidos por un conector
flexible [(GlysSer)s, circulos amarillos]). Los 3 CDR (Complementary-Determining-Region) de cada dominio
(CDRH del dominio Vu: color rosado; CDRL del dominio V.: color azul) son loop que conectan las cadenas
B-C, C'-C"" y F-G. B) Modelo tridimensional del scFv-h3D6. Localizacion tridimensional de las cadenas-
By de los 3 CDR, siguiendo el mismo cddigo de colores que en A. C) Localizaciéon de los residuos de
triptéfano y puentes disulfuro en el modelo tridimensional del scFv-h3D6. Hay cinco residuos de
triptéfano en la proteina, tres se localizan en el dominio V4 (W36, W47 y W103), mostrado en rojo, y dos
en el dominio V. (W35 y el W89), mostrado en azul. Los residuos conservados Vy-W36 y Vi - W35,
constituyen los centros de los nucleos hidrofébicos de cada dominio, mientras que los residuos Vy-W47,
Vh-W103 y V-W89, estan localizados en la interficie entre dominios. Los puentes disulfuro intradominio se
localizan en C22-C92 en Vy y C23-C88 en V|, conectando las cadenas B-F. Vy: color rojo y dominio V.:
color azul. Adaptado de Marin-Argany (2009).
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Una de las principales caracteristicas de la patologia de Alzheimer es la presencia
extracelular de placas amiloides formadas por agregados ordenados del péptido ApB.
La efectividad de anticuerpos dirigidos contra el péptido AB en la eliminacién de las
placas amiloides ha sido demostrada hasta fase clinica Ill con bapineuzumab, aunque
la aparicion de efectos secundarios hizo que el ensayo se suspendiera en Agosto del
afo 2012. A diferencia de los anticuerpos, los scFv no producen ni meningoencefalitis
ni angiopatia amiloide cerebral (CAA) y, dadas sus dimensiones, presumiblemente son
capaces de atravesar la barrera hematoencefalica, por lo que presentarian una mejor
farmacocinética que el anticuerpo completo. Sin embargo, es conocido que en general

este tipo de moléculas presentan problemas de estabilidad en su plegamiento.

Es por todo ello, que el grupo Protein Folding and Stability se inicié con el diseid de un
gen sintético, scFv-h3D6, derivado de bapineuzumab. Como parte del inicio de la
principal linea de investigacion del grupo, esta tesis tiene como objetivo general:
caracterizar el plegamiento, y evaluar el efecto in vivo del scFv-h3D6; asi como crear
variantes proteicas que permitan incrementar su estabilidad y, por lo tanto, aumentar

su potencial terapéutico.
Para alcanzar este objetivo global se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Poner a punto la expresiéon del scFv-h3D6 WT mediante la utilizacion de una
serie de plasmidos y cepas de E. coli.

o Estandarizar la purificacion de la proteina WT nativa mediante técnicas
cromatograficas.

e Determinar la estabilidad y la via de plegamiento del scFv-h3D6 WT, mediante
técnicas espectroscopicas (fluorescencia Trp, CD y FTIR).

o Evaluar el potencial de la molécula como agente terapéutico en el modelo
murino 3xTg-AD, determinando el efecto sobre los niveles de las especies
oligoméricas de AR y de las apolipoproteinas apoE y apoJ (clusterina), en
diferentes regiones del cerebro.

e Crear variantes proteicas que permitan aumentar la estabilidad de la molécula

para aumentar su potencial terapéutico.
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Materiales y métodos

M1. Técnicas de DNA recombinante

M1.1. Extraccion de DNA plasmidico

Para la extraccion de DNA plasmidico de E.coli, se utilizd el kit illustra plasmidPrep
Mini Spin (No. Ref.: 28-9042-69, GE Healthcare). El protocolo de extraccion descrito
en el kit, esta basado en el método de lisis alcalina (Bimbolm y Doly, 1979), e incluye
la unidén especifica y reversible del DNA plasmidico a una membrana de silica y

posterior elucién.

M1.2. Cuantificacion de DNA plasmidico

La cuantificacion se realizd de manera espectrofotométrica en un nanodrop 2000
(Thermo Scientific), registrando un espectro de absorbancia de la regién 200 a 340 nm
y considerando que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 50 ug/mL de DNA
de doble cadena. La pureza del DNA fue valorada mediante el coeficiente UDO
260/280, que debio ser cercano a 1.8, indicando valores inferiores una contaminacion

con proteinas y valores superiores una contaminacién con RNA.

M1.3. Digestion de DNA con enzimas de restriccién

Se utilizaron enzimas de restriccion para la caracterizacion de plasmidos y la clonacion
de fragmentos de DNA en construcciones plasmidicas. La caracterizacién del plasmido
se realizé para comprobar su estado, asi como para visualizar la presencia del inserto
del fragmento de ADN que codifica para scFv-h3D6 en las construcciones realizadas.
El inserto de DNA sintético para el scFv-h3D6 (750 pb) fue subclonado en diversos
plasmidos (ver apartado MZ2.3); para ello se realizaron cortes en los sitios de
restriccion Xhol y Ncol tanto del inserto como del plasmido receptor para dejar los
extremos cohesivos que permitieron un posterior evento de ligacion. Cuando se
hicieron varias digestiones con la misma combinacion de enzimas, se realiz6 una
mezcla de digestibn madre cuyo volumen dependié del numero de digestiones
efectuadas (ej: para 5 digestiones se realiza una mezcla 6X). En condiciones analiticas
se procedid a hacer una mezcla de digestion 1X de 10 puL, mientras que en
condiciones preparativas (purificacion del inserto) el volumen de la mezcla de digestion
1X fue de 50 pL.
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La mezcla de reaccién 1X para la liberacién del inserto con los sitios de restriccion

Ncol y Xhol, ya sea con fines de analiticos o preparativos, se realizé de la siguiente

manera:
1X _analitico 1X preparativo

Reactivo Volumen (UL Volumen (UL
Ncol (20u/ul) 0.2 1
Xhol (20u/uL) 0.1 0.5
BSA 100X 0.1 0.5
NEB2 10X 1 5
DNA ((0.2 ug/uL): 8.6 43
miniprep)
Volumen total 10 50

Para linealizar los plasmidos basté con realizar un solo corte en un sitio de restriccion

(ej: Ncol), realizandose la mezcla de reaccion 1X de la siguiente forma:

1X analitico
Reactivo Volumen (uL)
Ncol (20u/uL) 0.2
BSA 100X 0.1
NEB2 10X 1
DNA ((0.2 ug/uL): miniprep) 8.7
Volumen total 10

Las digestiones con Xhol, Ncol y Notl se realizaron a 37°C durante 1.5 h deteniéndose
la reaccion mediante la adicién de 2 uL de tampén de carga DNA 6X (composicion
descrita en el siguiente apartado) por cada 10 yL de muestra. Para visualizar los
productos de digestion se utilizaron dos tipos de geles de agarosa (uno al 2% para
visualizar los insertos y otro al 0.7% para visualizar los plasmidos), como se describe

en el siguiente apartado.

M1.4. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis en agarosa permite separar moléculas de DNA gracias a su carga
negativa (debida al grupo fosfato), cuando éstas son sometidas a un campo eléctrico y
atraidas hacia el polo opuesto a su carga neta (anodo). Las mezclas de DNA de
diferentes tamanos se hacen migrar a través de un gel de agarosa durante cierto
tiempo y se obtiene una separacion en la que la distancia migrada por una molécula es
inversamente proporcional al logaritmo de su longitud en pares de bases (tamano). El

gel de agarosa se comporta como un tamiz molecular en donde el tamafio del poro

42



Materiales y métodos

puede ser controlado variando la concentracion de agarosa. Se utilizan ciertos
porcentajes de agarosa de acuerdo a los tamafios del DNA que se quieran separar

(Sambrook y col., 1989), a continuacion se presentan los mas utilizados y su rango de

separacion:
% agarosa | Rango de separacion (kb)
(plv)
0.7 0.8-10
1.2 0.4-6
1.5 0.2-3
2 0.1-2

De tal modo que el % de agarosa utilizado para la separaciéon y visualizacién de
nuestros plasmidos (que generalmente comprendieron un rango de peso molecular de
5 a 7 kb) fue del 0.7%. Para la separacién y visualizacion de los insertos (700-800 pb)
el porcentaje de agarosa fue del 2% y cuando se desed cortar bandas de DNA se
utilizé un 1.5%.

El protocolo de preparacion de los geles de agarosa para cada porcentaje se describe
a continuacion, siendo el mismo para todas las concentraciones con la excepcién de la

cantidad de agarosa necesaria:

1. Disolver la cantidad de agarosa correspondiente al porcentaje que se quiere obtener en
tampdén TAE 1X. El tampon de electroforesis TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA) tiene la
siguiente formulacion para 1 L:

Reactivo Masa o volumen
necesario (g 6 mL)

Tris base (2 M) 242 g

Acido acético glaciar 57 mL

EDTA 0.5 M (pH 8) 100 mL

2. Calentar la solucion de agarosa hasta que se disuelva en su totalidad y se consiga una
solucion transparente. Afadir EtBr (Bromuro de etidio) a la solucion de agarosa antes de
que solidifique (cuando pueda tocarse con la mano), a una concentracion final de 0.5
pgg/mL y se vierte sobre un molde habilitado para la polimerizacién con peines para la
formacién de pocillos donde se coloca la muestra.

3. Preparar las muestras, aplicando tampén de carga de DNA 1X. El tampén de carga de
DNA 6X tiene la siguiente formulacion para 5 mL:

Reactivo Masa o volumen
necesaria (gomL) |

Azul bromofenol (0.25% (p/v)) 0.0125¢g

Xileno cianol FF (0.25% (p/v)) 0.0125¢g

Glicerol (30% (p/v)) 1.875 mL

4. Aplicar las muestras y dos marcadores de peso molecular de DNA, con rangos de 0.5-10
kb y de 100-2000 pb (Molecular BioLaboratory), al gel de agarosa y poner a correr en una
cubeta con tampdn TAE 1X a un voltaje constante de 75 V.

5. Visualizar las bandas de DNA en un transUV (Fotodyne Inc).
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M1.5. Purificacion de DNA procedente de bandas de agarosa
Se utilizé el kit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (No. Ref.: 28-9034-70,

GE Healthcare) para extraer DNA procedente de geles de agarosa.

M1.6. Reaccion de ligaciéon

Para la introduccién del inserto (de ~750 pb) dentro de un plasmido receptor, se utilizé
un evento de ligacion en una relacién molar de inserto:vector de 4:1. El evento de
ligacion se realizé utilizando la siguiente mezcla de reaccién incubada a 16°C durante

toda la noche.

Reactivo Volumen (L
Tampon de la ligasa 1
Vector (10 ng/uL) 1
Inserto (1.2 ng/ pL) 4

T4 DNA ligasa (Invitrogen) 1

H,0 3
Volumen total 10

M1.7. Mutagénesis sitio dirigida por PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa, PCR (polymerase chain reaction) es una de
las técnicas en biologia molecular mas ampliamente utilizadas. Es una técnica que
permite amplificar un fragmento de DNA in vitro de manera rapida y sencilla (Mullis y
Falona, 1987). Entre las diversas aplicaciones que tiene esta técnica, en el presente
trabajo se utilizd para la creacién de variantes proteicas de estabilidad del scFv-h3D6
mediante mutagénesis sitio dirigida.

Con el kit comercial QuikChange, se realizaron todas las mutaciones deseadas sobre
el scFv-h3D6-WT clonado en los plasmidos pETtrx1a y pCri5a. Se siguieron las
indicaciones del kit que a continuacién se resumen:

1. Preparar la reaccion de PCR de la manera siguiente.

1 reaccion de PCR Volumen
Tampodn de reaccion 10X 5uL
DNA molde (150 ng/uL) 0.5 L
Primer Fw (125 ng) 1.5 L
Primer Rv (125 ng) 1.5 L
Mezcla de dNTPs 1uL
Quik solution reagent 1.5uL
Agua MQ 39 uL
DNA polimerasa Pfu Turbo 1ML
(2.5 U/ yL)

Volumen total 50 uL
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2. Programar el termociclador con los siguientes parametros:

Temperatura tiempo Ciclos
95°C 2 min 1
95°C 20 seg

60°C 10 seg 18
68°C 6 min

68°C 5 min 1
4°C ON 1

3. Realizar un tratamiento para eliminar el DNA molde, afiadiendo 1 pL de la enzima de
restricciéon Dpnl (10 U/puL) directamente a cada reaccién de amplificacion e incubar por 1
h a 37°C.

4. Visualizar el producto de PCR en un gel de agarosa al 0.7%, usando patrones de peso
molecular 0.5-10 kb (Molecular BioLaboratory).

5. Transformar células ultracompetentes XL10-Gold con 2 uL del producto de PCR segun el
protocolo descrito por el kit.

6. Seleccionar las transformantes mediante la siembra en placa de LB agar suplementadas
con kanamicina (50 pyg/mL).

7. Tomar dos colonias por cada construccién y se hacen crecer cultivos toda la noche
(overnight, ON).

8. Extraer DNA plasmidico de acuerdo al apartado M1.1.

9. Realizar una secuenciacion del DNA plasmidico de cada mutante de acuerdo al siguiente
apartado.

M1.8. Secuenciacién de DNA

La secuenciacion de DNA se realizé en el servicio de Gendmica del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la UAB en un equipo secuenciador ABI 3130XL
mediante la metodologia de Sanger con una polimerasa termoestable que permite una
reaccion de secuenciacion ciclica utilizando primers universales, tales como: el
promotor 6 el terminador de T7 (Sanger y col., 1977). Las muestras que se enviaron

provenian de extracciones de DNA (ver apartado M1.1).

M1.9. Introduccién de DNA foraneo a células bacterianas

El plasmido con el inserto de interés se introduce dentro de la bacteria ya sea para
estabilizar el plasmido recién ligado o bien para realizar una expresién heteréloga. Hay
distintos métodos para conseguirlo (conjugacion, transduccion, etc.), pero la mas
empleada es la transformacion debido a la sencillez de la técnica. Para ello es
necesario crear poros en la pared celular que permitan la entrada de los acidos

nucleicos, es decir hacer competente a la célula.
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M1.9.1. Obtencion de células competentes de E. coli

Se han preparado células quimiocompetentes con CaCl, (Sambrook y col., 1989),

mediante el siguiente protocolo:

1. Incubar en 5 mL de LB, ON a 37°C y 300 rpm.

oo

. Inocular 50 mL de medio LB (en Erlenmeyer de 0.5 L) con 0.5 mL del cultivo, y

posteriormente incubar a 37°C y 300 rpm hasta que la DOssq llegue a las 0.4-0.5 unidades
(unas 2-3 h, dependiendo de la cepa).

. Transferir el cultivo a un tubo estéril y se centrifuga a 2900 g durante 15 min a 4°C. Decantar

y dejar boca abajo en papel filtro por 5 min.

. Resuspender el precipitado en 25 mL de CaCl, 100 mM enfriado en hielo (guardar a 4°C).

Realizar una resuspencion primero pipeteando suavemente unos 2.5 mL y después el resto.

. Dejar en hielo durante 15 min.
. Centrifugar a 2900 g durante 15 min a 4°C. Posteriormente decantar el sobrenadante y

finalmente dejar boca abajo en papel filiro por 2 min.

. Resuspender el precipitado en 2.5 mL de CaCl, 100 mM previamente enfriado en hielo.
. Dejar en hielo durante 1 h como minimo.
. Si se quiere transformar el mismo dia, separar las alicuotas de 100 puL necesarias y mantener

a 0°C.

10. Distribuir el material restante en alicuotas de 100 uL en eppendorfs (previamente enfriados

en hielo) que contienen glicerol de tal manera que la concentracion final sea del 11.5% (300
ML de glicerol al 50%/mL de células competentes). Congelar en N, liquido y guardar a -80°C
hasta su utilizacion.

M1.9.2. Transformacion

Si las células competentes no fueron preparadas el mismo dia, se procedid a

descongelar en hielo durante 20 min las alicuotas necesarias que se encuentran

guardadas a -80°C. Se utilizé el método del choque térmico (Sambrook y col., 1989)

bajo el siguiente protocolo:

1.

akrowDd

o

Colocar a cada alicuota un maximo de 50 ng de DNA, en un volumen 1/10 (o menor) y
mezclar por inversion suavemente.

Incubar en hielo durante 30 min (minimo).

Transferir en los eppendorfs a un bafio a 42°C y mantener sumergidos durante 90-120 seg.
Transferir en los eppendorfs a hielo y mantener ahi durante 5 min.

A cada eppendorf poner 1 mL de LB liquido e incubar a 37°C con agitacion suave durante
45-60 min.

Plaquear alicuotas de 100 uL en placas de LB con el antibiético adecuado.

Incubar las placas a 37°C durante unas 16 h.
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M2. Sistemas de expresion y purificacion

M2.1. Organismos

M2.1.1. Cepas de Escherichia coli

Las cepas de E.coli utilizadas en este trabajo para expresion hetererdloga son
sistemas basados en la RNA polimerasa del bacteriéfago T7 (DE3) (Studier y Moffatt,
1986). El gen a expresar se ha de introducir downstream del promotor reconocido por
la RNA polimerasa que caracteriza diversos plasmidos, como son los de la serie pET.
La RNA polimerasa de T7 se expresa en las cepas DE3 gracias a que son lisdbgenas
estables para el bacteri6fago ADE3, que contienen una copia del gen para dicha
polimerasa bajo el control del promotor lacUV5, inducible por IPTG. De este modo se
controla que la proteina recombinante no sea expresada hasta el momento de la
induccidn, con lo que se intenta evitar problemas asociados a la potencial toxicidad de

una expresion temprana.

La cepa donde se realiz6 toda la parte de la clonacion de los plasmidos fue:
XL1Blue (Bullock y col., 1987):

Genotipo: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [FproAB
lacl’ZAM15 Tn10 (Tet)]. Esta cepa, derivada de E.coli K-12, presenta mutaciones

artificiales que la hacen apropiada para el trabajo con plasmidos recombinantes, ya
que por ejemplo: la deficiencia en el gen de la endonucleasa (endA) mejora la calidad
de las extracciones de ADN vy, la deficiencia en el gen de recombinacién (recA) mejora
la estabilidad de la insercién. De igual forma, las mutaciones en lacl’ZAM15 permiten
la deteccion de colonias color azul-blanco mediante a-complementacion. Asi mismo,
es de especial interés la resistencia a la tetraciclina, codificada en el transposon Tn10,

que permite seleccionar la cepa.

Estudios preliminares que formaron parte de las tesinas de master de Rivera-
Hernandez (2009) y Blasco-Moreno (2011), incidieron directamente en la eleccion del
sistema de expresion para el scFv-h3D6 que se presenta en esta tesis, en dichos
estudios se utilizé la cepa:

BL21 (DE3) (Novagen):
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Genotipo: F—, ompT, hsdSg(rs-, mg-), dcm, gal, A(DE3). Esta cepa, derivada de
E.coli B834, presenta mutaciones en las proteasas lon y ompT, reduciendo la potencial
degradacién de la proteina recombinante.

Asi como la cepa:
BL21 (DE3) pLysS (Novagen):
Genotipo: F—, ompT, hsdSg(rs-, ms-), decm, gal, A(DE3), pLysS (Cm’). Esta cepa

contiene el plasmido pLysS que expresa el gen para el lisozima de T7, inhibidor de la
actividad de la RNA polimerasa del mismo bacteriéfago. El plasmido pLysS, a
diferencia de pLysE, expresa niveles bajos de dicho enzima. Es un derivado de
pACYC184 y por ello contiene el origen de replicacién p15A, compatible con plasmidos
derivados de pBR322 y pUC. Aunque los sistemas DE3 expresan niveles basales
minimos de la RNA polimerasa de T7, existe cierta expresion debido a la competencia
por unir el represor lac por parte de los operadores de los promotores implicados en el
sistema, lacUV5 (cepa) y T7lac (plasmido). De este modo se mantiene totalmente
anulado el nivel basal de expresion de proteinas altamente toxicas. Se selecciona por

resistencia a cloramfenicol.

La cepa utilizada para la expresion heterdloga preparativa del scFv-h3D6 fue:

Origami 2 (DE3) (Novagen):

Genotipo: D(ara-leu)7697 DlacX74 DphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL
F'llac’lacl’pro] (DE3) gor522::Tn10 trxB (StrR, TetR). Esta cepa, derivada de E.coli

K12, presenta mutaciones en los genes de la tiorredoxina reductasa (frxB) y de la

glutation reductasa (gor), cuya deficiencia favorece un ambiente oxidativo en el
citoplasma de E.coli, promoviendo la formacion correcta de puentes disulfuro y de
proteinas bien plegadas. Presenta resistencia cromosomica a estreptomicina (rpsL) y
resistencia en el transposon Tn70 a tetraciclina (seleccion gor522). A diferencia de la
cepa original, Origami (DE3), la mutacién del gen trxB es debida a deleccién, por lo

que la cepa es sensible a kanamicina (no contiene Tn5).

La expresidn heterdloga preparativa de la proteasa TEV se realizé en la cepa:

C41 (DE3):

Genotipo: F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3). Esta cepa, derivada de BL21
(DE3), tiene al menos una mutacion sin caracterizar que impide la muerte celular
asociada con la expresion de proteinas recombinantes toxicas (Miroux y Walker,
1996).
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M2.1.2. Conservacion de cepas bacterianas

Todas las cepas bacterianas pueden conservarse a 4°C en una placa con LB-agar por
un periodo maximo de un mes. Para la conservaciéon por periodos prolongados de
tiempo se realizaron glicerinados al 11.5% de la siguiente manera:

1. Colocar en un vial de criocongelacion 1 mL de cultivo saturado con 300 pL de glicerol al 50%
previamente esterilizado. Realizar toda la manipulacién en hielo y en condiciones de
esterilidad.

2. Congelar inmediatamente en N, liquido y almacenar a -80°C.

M2.2. Medios de cultivos de bacterias
Los medios de cultivo estan constituidos por una serie de nutrientes necesarios
para el crecimiento de las bacterias, asi como de factores de seleccion, los

antibioticos.

M2.2.1. Medio liquido

El medio de cultivo para el crecimiento de E. coli ha sido el Luria-Bertani (LB)
segun el protocolo descrito po Sambrook y col., (1989). Para la preparacién de 1 L de
medio LB se realiz6 los siguientes:

1. Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl en 900 mL de agua MQ.
2. AjustarelpHa7yseenrasaa1lL.
3. Esterilizar mediante el uso de autoclave en matraces de volumen a conveniencia.

M2.2.2. Medio sélido
Para el aislamiento de las colonias de E. coli es adecuado el uso de placas con
medio solido. Siguiendo el mismo protocolo que para la preparacion de medio liquido,
se le agreg6 agar al 15% (p/v) para que gelifique.
Para la preparacion de 500 mL de solucién (20 placas aproximadamente) se procedié
a realizar lo siguiente bajo condiciones de esterilidad:

1. Preparar 500 mL de LB segun apartado M2.2.1 y agregar 7.5 g de agar.

2. Autoclavar.

3. Enfriar hasta unos 60°C y agregar la cantidad deseada del antibiotico, si se requiere.
4. Repartir en unas 20 placas, dejar enfriar y guardar a 4°C.
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M2.2.3. Antibiéticos

Los antibidticos son sustancias quimicas que tienen la capacidad de evitar el
crecimiento celular o de producir muerte de las bacterias, debido a que interfieren en
funciones celulares vitales. Los plasmidos empleados en biologia molecular para la
introduccion de genes foraneos en bacteria contienen genes que confieren resistencia
a un determinado antibiotico, de tal forma que los antibidticos son utilizados como
marcadores de seleccion. En la Tabla M1, se mencionan los antibidticos utilizados,
asi como la concentracion de la solucion stock y el factor de dilucion de trabajo. Los
antibiéticos acuosos se esterilizaron por filtracion a 0.22 um ((Millex-GP-PES estéril,

Millipore).

Tabla M1. Principales antibiéticos y factores de dilucion de trabajo. Antibidticos utilizados en
biologia molecular y en expresion heterdloga de proteinas (Sambrook, 1989).

Antibiotico Concentracion Factor de Solvente | Conservacion
madre dilucion

Cloramfenicol (Cm) 113 mg/mL 1:2000 EtOH 4°C

Kanamicina (Kn) 50 mg/mL 1:1000 agua -20°C

Tetraciclina (Tc) 5 mg/mL 1:500 EtOH 4°C

Ampicilina (Ap) 100 mg/mL 1:1000 agua -20°C

Streptomicina (St) 50 mg/mL 1:5000 agua -20°C

M2.3. Vectores de expresion

Para la expresion del gen sintético (Ncol-Notl de 750 pb) de un scFv derivado del
anticuerpo h3D6.V2 (AAB-001, bapineuzumab), se subcloné en una bateria de
diferentes plasmidos derivados de la serie pETM (obtenidos del EMBL) y la serie
pCri(a) (proporcionados por el Dr. Xavier Gomis-Ruth), ambas series presentan un

origen de replicacién de pBR322 y son seleccionables por kanamicina.

En la tabla M2, se presenta un resumen de las construcciones resultantes con sus

principales caracteristicas.

De toda esta bateria de plasmidos, estudios preliminares en el grupo de investigacién

delimitaron el uso a solo dos construcciones:

1. pETtrx1a-scFv que contiene, ademas del fragmento sintético (750 pb, Ncol-Notl),
los siguientes moédulos proteicos: una cola de histidinas (6His-tag), la tiorredoxina

(una oxidoreductasa intracelular con actividad disulfuroisomerasa y chaperona), y
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una diana para la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus) que es altamente especifica
(figura M1.A).

2. pCri5a-scFv que contiene, ademas del fragmento sintético (750 pb, Ncol-Xhol), los
siguientes modulos proteicos: una cola de histidinas (6His-tag), la proteina NusA y
la diana para TEV (figura M1.B).

Por otro lado, para la expresion de la proteasa TEV se utilizé el plasmido pMHTA238
que tiene el origen de replicacién de pBR322 y es seleccionable por kanamicina.
Contiene ademas de la cola de histidinas y MBP (Maltose-Binding Protein), una diana

de corte TEV para un auto-procesamiento (TEVc) (Blommel y col., 2007) (figura M2).

Tabla M2. Plasmidos utilizados y caracteristicas relevantes de las proteinas expresadas. (a)
Expresion intracelular, (b) expresion extracelular.

Plasmido Caracteristicas de la proteina expresada
Moédulos de la quimera pl, Mw Comentarios

Serie pETM

pETtrx1a-scFv? 6His-tag, tiorredoxina, 6.3, La tiorredoxina es una
diana TEV, scFv 40.6 kDa oxidoreductasa intracelular

(Jurado y col., 2006).

pETM11-scFv? 6His-tag, diana TEV, 8.3,
scFv 30.1 kDa

pETM50-scFvb Disulfuro-oxidasa DsbA, 6.8, DsbA es una O6xidoreductasa de
6His-tag, diana TEV, 51.8 kDa periplasma (Messens y col., 2006).
scFv

pETM80-scFvb Disulfuro-isomerasa 6.9, DsbC es una oxidoreductasa de
DsbC, 6His-tag, diana 54.4 kDa periplasma (Jurado y col., 2002).
TEV, scFv

pETM50-pelB- péptido sefial pelB, 8.6, PelB es un péptido sefal de

scFV° scFv 28.5 kDa utilidad en la expresion de otros

scFv (Slettay col., 2006).
No contiene His-tag ni diana TEV.

Serie pCri(a)

pCri(1a)-scFv® 6His-tag, MBP- diana 69 kDa MBP es wuna chaperona que
TEV, scFv incrementa la  solubilidad vy
estabilidad de proteinas

recombinantes en E.coli.

(Kapust y col., 1999;

Fox y col., 2001;

Nallamsetty y col., 2007).
pCri(5a)-scFv® 6His-tag,NusA, diana 4.8, NusA es una proteina relacionada
TEV, scFv 83.4 kDa con el plegamiento cotraduccional
que incrementa la solubilidad de
proteinas  recombinantes  (De
Marco y col., 2006).

pCri(7a)-scFv® ScFv 8.3 No contiene médulos proteicos.
26 kDa
pMHTA238? MBP, diana TEV, 6His- 8.9, La porciéon fusionada de MBP es
tag, TEV 27 kDa eliminada in vivo por auto-escision

de TEV, liberando la proteina de
fusion 6His-TEV (Blommel y col.,
2007).
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Figura M1. Mapa de los vectores de expresién para scFv-h3D6. Construcciones de la serie pETM. A)
pETtrx1a-scFv. Contiene ademas del fragmento sintético (750 pb, Ncol-Notl), los siguientes médulos
proteicos: una cola de histidinas (6His-tag), la tiorredoxina y una diana para la proteasa TEV. B) pCri5a-
scFv. Contiene ademas del fragmento sintético (750 pb, Ncol-Xhol), los siguientes médulos proteicos:
una cola de histidinas (6His-tag), la proteina NusA y la diana para corte TEV.
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Figura M2. Mapa del vector pMHTA238. Contiene ademas de la cola de histidinas y MBP (Maltose-
Binding Protein), una diana de corte TEV para auto-procesamiento (TEVc). Tiene el origen de replicaciéon
de pBR322 y es seleccionable por kanamicina.
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M2.4. Expresion analitica del scFv-h3D6

En los estudios preliminares efectuados en el grupo de investigacion, la expresion

analitica nos dio informacion util para la eleccion del sistema de expresién a utilizar.

M2.4.1. Induccion de la expresién

1.

Transformar células competentes con los correspondientes plasmidos (ver tabla M.2)
segun apartado M1.9.2).

. Picar una colonia de cada transformacién en 5 mL de medio LB suplementado con los

antibidticos correspondientes. Incubar a 37°C y 250 rpm ON.

. Inocular 50 uL del cultivo saturado en 5 mL de medio LB con los respectivos antibiéticos.
. Monitorear el crecimiento hasta obtener valores de DOssq entre 0.4-0.7 y, probar dos

tiempos de induccion (6 y 15 h) con IPTG 0.5 mM a distintas temperaturas (20, 30 y 37°C).
Tomar muestras para analisis posteriores.

M2.4.2. Analisis de las muestras

1

. Tomar 2 alicuotas de 500 L. Utilizar una alicuota para el analisis de proteina total, y la

otra para el analisis de solubilidad (fraccidn soluble e insoluble).

. Centrifugar por 5 min a 14000 g, obteniendo la pastilla celular para posteriormente

resuspender con 100 uL de tampédn de lisis (Na,HPO, 5 mM, pH 6.4).

.Para el analisis de Ila solubilidad, lisar la alicuota mediante 2 ciclos de

congelacién/descongelacion seguidos de 10 ciclos de 30 seg de sonicacion al 50% de
frecuencia y potencia 6 (Sonicador Sonifier 450, Branson). Siendo esencial mantener la
muestra en frio y asegurar que la sonicacion no la calienta.

. Fraccionar las células rotas mediante centrifugacion a 20800 g, 14000 rpm (rotor FA-45-

24-11, Microcentrifuga Eppendorf 5424) por 30 min a 4°C. Separar el sobrenadante
(fraccion soluble) y la pastilla resultante (fraccion insoluble) .

. Resuspender la fraccién insoluble con 100 uL de urea 8M.
. Afadir 32.5 yL de tampdn de aplicacion de SDS-PAGE 5X a las muestras: proteina total,

fraccién soluble y fraccién insoluble. Calentar las muestras durante 5 min a 100°C, con la
excepcion de la fraccion insoluble que no puede ser calentada por contener urea.

. Guardar las muestras a -20°C hasta su analisis.

M2.5. Expresion preparativa del scFv-h3D6

Una vez que se supo qué sistema de expresion se iba a utilizar, se procedié a

expresar la proteina de forma preparativa para luego purificarla. Esta expresiéon se

realizé en volumenes de 4 L de cultivo.
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M2.5.1. Induccion de la expresidn y lisis celular

1. Transformar células competentes segun apartado M1.9.2.

2. Picar una colonia en 5 mL de medio LB suplementado con los antibiéticos
correspondientes. Incubar a 37°C y 250 rpm ON.

3. Preinocular el cultivo ON en 50 mL de medio de cultivo LB nuevo (dilucién 1:10), con los
antibiodticos correspondientes, e incubar a 37°C y 250 rpm durante 3 h.

4. Inocular con 5 mL de preinéculo cada uno de los 8 matraces de 2 L que contienen 0.5 L de
LB suplementado con antibidticos, e incubar a 37°C y 250 rpm durante 6 h.

5. Atemperar el incubador a 20°C lo mas rapido que sea posible.

6. Inducir con IPTG 0.5 mM (disolucién madre 1 M, dilucién 1:2000) a 20°C y 200 rpm por 15
h.

7. Tomar muestra para analisis por SDS-PAGE (proteina total) y centrifugar los cultivos a
5520 g por 30 min a 4°C.

8. Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla celular con 40 mL de tampdn de unién
IMAC (Na,HPO, 20 mM, NaCl 0.5 M, pH 7.4) suplementado con un céctel de inhibidores
(Leupeptina + Benzamidina + BPTl a 1 yg/mL c/u + PMS 1 mM) por cada litro de expresion.

9. Lisar las células mediante 2 ciclos de congelacién/descongelacion y posterior sonicacion en
5 ciclos de 30 seg al 50% de frecuencia con intensidad 9 (Sonicador Sonifier 450, Branson),
manteniendo la muestra en hielo para evitar sobrecalentamiento.

10. Centrifugar a 43700 g por 30 min a 4°C para separar el sobrenadante (fraccion soluble) de
la pastilla, que contiene ademas de restos celulares proteina insoluble en los cuerpos de
inclusion (fraccion insoluble).

M2.6. Purificacion del scFv-h3D6

La purificaciéon del scFv-h3D6, conllevd el uso de técnicas cromatograficas. La
cromatografia es una técnica que se emplea en la separacién de mezclas de
proteinas, y se basa en alguna propiedad de la proteina de interés que es diferente
entre las proteinas de dicha mezcla, por ejemplo: peso molecular, carga eléctrica,
afinidad de una de ellas por un ligando, entre otros.

Durante el proceso de purificacion, nuestra proteina se encontré de dos formas: como

proteina de fusion expresada con sus médulos proteicos (proteina precursora), y como

scFv-h3D6 libre de médulos proteicos (proteina madura) después de realizar una

protedlisis limitada mediante la proteasa TEV.

La proteina fue obtenida tanto de la fraccion soluble como de la fraccion insoluble.
Ambas fracciones presentaron tratamientos diferentes, que seran descritos en los
siguientes apartados, hasta el punto donde fue digerida por la proteasa TEV. A partir
de este punto, ambas fracciones compartieron el mismo protocolo de purificacion, pero
sin ser mezcladas. La total purificacion de la proteina madura nativa es resultado de
una serie de técnicas cromatograficas, tales como cromatografia de afinidad con metal

inmovilizado (IMAC), de gel filtracion (GF), de fase reversa (RP) e intercambio
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catiénico (CEx). En la figura M3, se presenta a modo de resumen el evento de

purificacién global de la proteina proveniente de las fracciones solubles e insolubles.

Cultivo celular

§

Sonicacion
F. Soluble * F Insoluble
\ 4 \ 4
IMAC Solubilizacion de cuerpos de inclusion

¥

Replegamiento de proteina

Digestion con TEV I
L A

IMAC

$ ¥

GF, RP 6 CEx

L A 4

Proteina nativa purificada

Proteina precursora

Froteina madura

Figura M3. Resumen de la purificacion de scFv-h3D6. El proceso de purificacién del scFv-h3D6,
incluye desde la sonicacion del cultivo celular hasta la obtencién de la proteina nativa, pasando por una
serie de técnicas cromatograficas tales como: cromatografia afinidad (IMAC), gel filtracion (GF), fase
reversa (RP) e intercambio catiénico (CEx). La proteina expresada se presenta como una proteina de
fusion con diversos modulos proteicos (proteina precursora), que fueron eliminados mediante una
protedlisis limitada con TEV, dando lugar al scFv-h3D6 liberado (proteina madura).

M2.6.1. Purificacion de proteina de la fraccién soluble

Para el caso de la fraccion soluble, dado que la proteina precursora (entre sus
modulos proteicos tiene fusionada una cola de histidinas) se encontraba presente en
una fraccidon tan heterogénea en composicion proteica, se realizd una pre-purificacion

mediante cromatografia de afinidad IMAC, previa a la digestion con TEV.

M2.6.1.1. Cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC)
Esta técnica cromatografica se basa en la afinidad de la cola de histidinas de la
proteina recombinante por un metal que se encuentra inmovilizado. En este caso, la

fraccion soluble se hizo pasar por una columna HisTrap™ HP de 5 mL que contiene
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Niquel inmovilizado en Sepharose (GE Healthcare). La cromatografia se realizé a un
flujo aproximado de 1 mL/min, bajo el siguiente protocolo:

1. Lavar la columna con 15 VC (1 VC=5 mL) de H,O.

2. Equilibrar con 10 VC de tampoén de union IMAC (NaHPO, 20 mM, NaCl 0.5 M, EDTA 0.5
mM, pH 7.4).

3. Introducir la muestra en la columna mediante una bomba P1 (GE Healthcare) a un flujo
aproximado de 1 mL/min.

4. Lavar con 10 VC de tampdn de union IMAC.

5. Lavar con 15 VC de tampédn de lavado (tampdn de unién que contiene Imidazol 50 mM).

6. Eluir la proteina de interés con 6 VC de tampodn de elucion (Na,HPO4, 20 mM, NaCl 0.5 M,
imidazol 200 mM, pH 7.4), recogiendo fracciones de 500 uL en tubos eppendorf previamente
enfriados que contienen 500 uL de EDTA 1 mM.

7. Analizar las diferentes fracciones por SDS-PAGE para determinar cuales formaran parte del
pool con el que se continuara la purificacion.

M2.6.2. Purificacion de proteina de la fraccién insoluble

En el caso de la fraccion insoluble, fue necesario realizar una solubilizaciéon y un
replegamiento de la proteina presente en los cuerpos de inclusion, y dada la
composicion mas homogénea de la fraccién (la proteina expresada es el mayor

componente), no fue necesario una pre-purificacioén para la digestion con TEV.

M2.6.2.1. Solubilizacién y replegamiento

La pastilla de restos celulares producto de la lisis celular presenta gran cantidad de
proteina mal plegada contenida de forma insoluble en cuerpos de inclusion, por lo que
fue necesario desnaturalizarla y solubilizarla para posteriormente replegarla, mediante

el siguiente protocolo:

1. Solubilizar la pastilla celular con 40 mL de Urea 8 M en tampén Tris-HCI 100 mM pH 8.5,
Glutation reducido (GSH) 10 mM, para los 4 L de cultivo procesados, agitado suavemente en
un orbital por 2 h a 4°C.

2. Centrifugar la muestra a 43700 g, 19000 rpm (rotor JA20, Beckman) por 45 min a 4°C.
3. Recuperar el sobrenadante y filtrar por 0.45 um (Millex-HV-PVDF, Millipore).

4. Realizar una dilucién 1:10 goteando la muestra lentamente en tampdn de replegamiento
(Tris-HCI 100 mM, L-Arginina 400 mM, glutation oxidado (GSSG) 0.15mM, pH 8.5)
previamente frio. La proporcién final del par redox GSH:GSSG es de 1 mM:0.15 mM (Proba
K.y col., 1997).

5. Dejar la muestra a 4°C en agitacion muy suave por 36 h.

6. Centrifugar la muestra a 43700 g, 19000 rpm (rotor JA20, Beckman) por 30 min a 4°C, y
recuperar el sobrenadante.

7. Concentrar la proteina a la mitad del volumen original (400 mL—200 mL) para facilitar su
posterior manejo.
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M2.6.3. Digestion con la proteasa TEV

La proteasa TEV (Tobacco Efch Virus) proviene del virus del tabaco y es altamente

especifica debido a que reconoce una secuencia diana de 7 residuos (ENLYFQLG).

Disponemos de la construccion en el plasmido pMHTA238, resistente a Kan, expresado

en la cepa C41, por lo que se expreso y purifico la proteasa TEV como se describe en el

protocolo del apartado M2.7. La digestiéon con TEV se realizé en las siguientes

condiciones, de acuerdo a Nallamsetty y col., (2004):

1.

2.

o 0~ W

Dializar la muestra a tampdn de digestion TEV (Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0.5
mM, pH 8.3), de acuerdo al protocolo del apartado M2.8.1.

Centrifugar la muestra a 43700 g, 19000 rpm (rotor JA20, Beckman) por 30 min a 4°C, y
recuperar el sobrenadante.

. Cuantificar la proteina sin procesar a 280 nm.

. Afadir el par redox (GSH:GSSG) a una concentracion final de 3 mM:0.3 mM.
. Afadir la proteasa TEV en la muestra en una proporcion 1:50 (p:p).

. Incubar a 30°C con una agitacion suave de 50 rpm durante 4 h.

M2.6.4. Cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (IMAC)

Una vez ocurrido el evento de digestion con la proteasa TEV, la muestra contenia una

mezcla de proteina scFv madura, scFv precursora (proteina no digerida, que aun

contiene el 6His-tag), y el modulo proteico fusionado con 6His-tag, ademas de la

misma proteasa TEV.

En este paso de purificacion, lo que se pretendié fue separar la proteina madura de la

mezcla aprovechando que es la Unica especie que no poseia la cola de histidinas.

Para ello se utilizo el siguiente protocolo general, haciendo pasar la muestra por 2

columnas acopladas en serie HisTrap™ HP de 5 mL (VC= 10 mL), a un flujo

aproximado de 1 mL/min:

1

. Dializar la muestra a tampon de union IMAC (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, pH 8.3).
2.
3.

Lavar la columna con 10 VC de H,0.
Equilibrar la columna con 10 VC de tampon de union IMAC (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM,
pH 8.3).

. Filtrar la muestra con un filtro de 0.45 ym y aplicar la muestra en las columnas acopladas a

un flujo de ~1 mL/min.

. Recoger el flow que sale de la columna (aqui se encuentra el scFv procesado, ya que no

presenta afinidad por la columna).

. Lavar la columna con 5 VC de tampdén de unién IMAC (permite eluir proteina madura

residual sin afinidad pero con interaccion inespecifica). Mezclar la fraccién del lavado con el
flow para formar el pool de proteina madura.

. Lavar la columna con 20 VC de tampén B (Tris-HCI 80 mM, NaCl 4 M, Imidazol 2 M, pH 8.3).
. Tomar muestra en cada paso de la cromatografia (50 uL) y analizar por SDS-PAGE.

Una vez colectado el flow, la proteina fue concentrada mediante filtros de centrifuga

Amicon®, segun protocolo de apartado M2.9; posteriormente se realizdé la total
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purificaciéon del scFv-h3D6 nativo mediante una serie de cromatografias que a

continuacion se describen.

M2.6.5. Cromatografia de gel filtraciéon (GF)

La cromatografia de GF (también referida como cromatografia de exclusién molecular,
SEC), nos permite una separacion de proteinas de acuerdo a las diferencias de
tamafo cuando estas pasan a través de un gel filtrante (matriz porosa) empaquetado
en una columna. El fundamento de la separacion es que las moléculas mas grandes
eluyen primero de la columna ya que no quedan atrapadas por los poros de la matriz,
situacién que si sucede con las moléculas mas pequefias que tienen que atravesar
todo el tamizado molecular del gel. Las proteinas son eluidas isocraticamente, por lo
que no hay necesidad de utilizar diferentes tampones durante la separacion, pero
existe la necesidad de que el volumen de la muestra inyectada no sobrepase el 2% del
total del volumen de columna (VC) para lograr una buena resoluciéon de separacion.

En el presente trabajo se utilizaron dos columnas de GF, la primera fue la columna
Superdex75 Hiload 26/60 (VC= 360 mL) con fines de la purificacion final del scFv-
h3D6, y la segunda fue la columna Superdex75 10/300 GL (VC= 25 mL) usada con
fines analiticos para evaluar la posible oligomerizacion del scFv-h3D6 puro a altas
concentraciones.

El protocolo general de esta técnica es el siguiente:

1. Acoplar la columna al sistema AKTA y lavar la columna con 3 VC de agua MQ.

2. Equilibrar la columna con 3 VC de PBS pH 7.4.

3. Filtrar la muestra e inyectarla a la columna, auxilidndose de un filtro de 0.2 ym (Millipore) y
del correspondiente loop (GE Healthcare), respectivamente; cuidando que el volumen
inyectado no sobrepase el 2% del VC.

4. Aplicar un programa con un gradiente isocratico a un flujo de 2 mL/min que aparece por
defecto para este tipo de cromatografias (dependiendo la columna usada) en el sistema
AKTA y colectar cada 1 mL.

5. Realizar el pool de proteina de acuerdo al cromatograma y al perfil de electroforesis SDS-
PAGE observados.

M2.6.6. Cromatografia de fase reversa (RPC)

La cromatografia de fase reversa (RPC) es una técnica altamente resolutiva que
permite separar proteinas con diferencias pequenas en su hidrofobicidad, basada en la
interaccion reversible entre la fase estacionaria altamente hidrofébica y las regiones
hidrofobicas de la proteina expuestas por el uso de TFA en el tampén de union.

La cromatografia fue efectuada en un cromatégrafo AKTApurifier UPC 10 equipado

con un detector UV, (Monitor UV-900). La muestra se inyecté en una columna
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Resource RPC 3 mL, previamente equilibrada con tampdn A (unién) (H,O, TFA 0.1%).
La separacion se realiz6 mediante un gradiente lineal creciente (10-50%/45 CV) de

tampon B (Acetonitrilo, TFA 0.1%) a un flujo de 5 mL/min.

M2.6.7. Cromatografia de intercambio catiéonico (CEXx)

La cromatografia de intercambio catiénico (CEx) se basa en las cargas positivas que
pueden adquirir las proteinas segun las condiciones del medio en que se encuentren y
su interaccidn electrostatica complementaria con una matriz cargada negativamente.
La proteina se carga positivamente bajando el pH del tampdn en que se encuentra por
debajo de su punto isoeléctrico (pl) y se potencia su interaccién con la resina utilizando
un tampon de baja fuerza idnica.

Se utilizé una columna Resource S de 6 mL (GE Healthcare), a un flujo de 1 mL/min,
en el cromatografo AKTApurifier UPC 10 y un colector de fracciones (Frac-920, GE
Healthcare) programado a 1 mL/fraccidon. Los tampones utilizados para el gradiente
isocratico fueron: Tampén A: Na,HPO, 8.3 mM, pH 6.5; y Tampén B: Na,HPO, 8.3
mM, NaCl 1 M, pH 6.

El protocolo de purificacion es el siguiente:

1. Dializar la muestra a tampén A de CEx (Na,HPO, 8.3 mM, pH 6.5).

2. Lavar la columna con 15 VC (1 VC= 6 mL) de H,0.

3. Equilibrar la columna con 20 VC de tampon A.

4. Filtrar la muestra con un filtro de 0.45 ym e introducir a la columna auxilidndose de un
superloop de 50 mL a un flujo de 2 mL/min.

5. Aplicar un programa que contenga: lavado inicial: tampén A, 2.5 VC; elucion de separacion:
gradiente lineal 0.06% tampén B/mL (de 0 a 10% de tampon B en 28 VC); lavado
intermedio: gradiente lineal 7.5% tampén B/mL (de 10 a 100% de tampdn B en 2 VC);
lavado final: 100% tampén B, 5 VC; reequilibrado de la columna: 0% tampén B, 5 VC.

6. Analizar el cromatograma resultante, visualizar por SDS-PAGE, y realizar el pool con las
fracciones adecuadas.

7. Dializar a PBS el pool seleccionado.

M2.7. Expresion y purificacion de la proteasa TEV
La obtencidn de la proteasa TEV recombinante en el laboratorio se logro gracias a que
dispusimos de una construccién (plasmido pMHTA238), que nos permitio la expresion
heteréloga de dicha proteasa. Por lo que, se expreso en 4 L de cultivo (E. coli cepa
C41) y purificé TEV como se describe a continuacion:

1. Picar una colonia de C41 recién transformada en 5 mL de medio LB suplementado con
kanamicina. Incubar a 37°C y 250 rpm, ON.
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9.

. Inocular con 5 mL de cultivo saturado cada uno de los 8 matraces de 2 L que contienen 0.5

L de LB suplementado con kanamicina e incubar a 37°C y 250 rpm durante 4 h (D.Oss0=
0.7-1.2).

. Atemperar el incubador a 25°C lo mas rapido que sea posible.
. Inducir con IPTG 0.5 mM (disolucion madre 1 M, dilucién 1:2000) a 25°C y 250 rpm por 4 h

(tomando muestra para SDS-PAGE cada hora para monitorear la expresion).

. Centrifugar los cultivos a 5520 g por 30 min a 4°C.
. Eliminar el sobrenadante y pesar la pastilla celular.
. Resuspender la pastilla lavada en tampoén A de IMAC-TEV (Na,HPO, 20 mM; NaCl 500mM,

pH 7.5), en una proporcion de 6 mL de tampén/g de pastilla celular.

. Lisar las células mediante 3 ciclos de congelacion/descongelacion y posterior sonicacion en

6 ciclos de 1 min al 50% de frecuencia con intensidad 9 (Sonicador Sonifier 450, Branson),
manteniendo la muestra en hielo para evitar sobrecalentamiento.

Centrifugar a 43700 g, 19000 rpm (rotor JA20, Beckman) por 30 min a 4°C y recuperar el
sobrenadante.

10. De forma paralela al punto 9, lavar 2 columnas HisTrapT'vI HP 5 mL con 10 VC (considerar 1

11

12.

13.

14.

15.
16.
17.

18.

19.

VC= 10 mL) de H,O y equilibrar columna con 10-20 VC de tampén A IMAC-TEV
auxiliandose de una bomba P1 a un flujo de ~2 mL/min.

. Acoplar las 2 columnas e inyectar la muestra en las columnas (fuera del sistema AKTA)

utilizando una bomba P1 a un flujo de ~2 mL/min. Posteriormente, el resto de la
cromatografia se realiza dentro del sistema AKTA.
Montar en el cromatdgrafo AKTApurifier UPC10 las 2 columnas acopladas en serie de 5 mL
HisTrap™ HP.
De forma paralela al punto 11, equilibrar el sistema AKTA utilizando los siguientes
tampones:

e Tampoén A IMAC-TEV (T. A, unién): Na,HPO,420 mM, NaCl 500 mM, pH 7.5.

e Tampoén B IMAC-TEV (T. B, elucién): Na,HPO, 20 mM, NaCl 350 mM, Imidazol 500

mM, pH 7.5.

Aplicar un programa conteniendo los siguientes gradientes escalonados: lavado 0% T.B, 2
VC; lavado 15% T.B, 4 VC; elucion final 100% T.B, 5 VC. Utilizar un flujo de 2.5 mL/min y
realizar fracciones de 2.5 mL.
Visualizar el cromatograma y analizar por SDS-PAGE las diferentes fracciones.
Realizar un pool con las fracciones del pico resultante de la elucion final 100% T.B.
Cambiar el tampén del pool por tampén de almacenamiento (Tris-HCI 20 mM pH 7.3, NaCl
150 mM, glicerol 10%), mediante una columna PD-10 Desalting Columns (GE Healthcare),
segun el protocolo M2.8.2.
Cuantificar la proteina a 280 nm y determinar la concentracion. Nota 1: utilizar una cubeta
de cuarzo de 1 cm de paso Optico. Nota 2: para el calculo de la concentracion considerar un
82800‘1%(coeficiente de extincion molar expresado en Absorcién de una muestra a 1 mg/mL)
para TEV de 1.384.
Hacer alicuotas de 1 mL en eppendorfs, congelar con N, liquido y almacenar a -20°C.
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M2.8. Cambio de tampén
Muchas veces, como parte del proceso de purificacion o de preparacion para un
analisis de la proteina, fue necesario realizar cambios de tampdn, mediante una

dialisis, o bien, mediante el uso de una columna PD10.

M2.8.1. Didlisis

El uso de membranas porosas para dializar moléculas es de los procedimientos de
laboratorio mas comunes. Tiene el inconveniente de la duracion del proceso, pero los
beneficios de realizar el cambio en condiciones lentas y de equilibrio, permitiendo
disminuir las posibilidades de precipitaciones no deseadas.

En el grupo de investigacion se utilizaron membranas de poro MWCO 12-14 kDa
(Iberlabo), que mediante una doble dialisis en volimenes de 5 L/dialisis, permitio
dializar muestras de proteina con un factor de dilucion de 50X50. Cada dialisis se

realizd a 4°C, durante un minimo de 6 h en agitacion suave.

M2.8.2. PD10 (Desalting Columns)

El uso de columnas pre-empaquetadas PD10 (Amersham Bioscience), que contienen
una matriz de Sephadex™ G-25, permitid realizar cambios de tampodn de manera
rapida a proteinas mayores de 5 kDa siguiendo el siguiente protocolo:

1. Si la columna es nueva, cortar la punta inferior y eliminar el exceso de liquido que tenga la
columna.

2. Acoplar en un soporte universal la columna PD10.

3. Lavar la columna con 25 mL de agua MQ y posteriormente equilibrar con 25 mL del tampdn
de elucion (tampdn al que se pretende cambiar) frio.

4. Adadir un volumen total de 2.5 mL de muestra.

5. Eluir con 3.5 mL de tampdn de elucion frio y colectar el flow (la proteina se encuentra
presente aqui) en un recipiente con un bafio de hielo.

6. Repetir los pasos 3 y 4 hasta completar el volumen total de la muestra inicial.

7. Para el almacenamiento de la columna, al terminar el proceso de elucién, lavar la columna
con 25 mL de agua y posteriormente con 25 mL de etanol al 20%.

M2.9. Concentracion de proteinas por filtros de centrifuga Amicon®

En algunas ocasiones fue necesario concentrar la proteina, para esto se utilizaron
filtros de centrifuga Amicon Ultra® 10K (Millipore). Dadas las caracteristicas de estos
filtros, la concentraciéon de proteinas se realizé en condiciones de centrifugacion de

baja velocidad y mediante el uso de una membrana que impidié el paso de moléculas
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mayores de 10 kDa, dejando pasar solo el tampdén en el que se encuentran. La
concentracién se efectud siguiendo el siguiente protocolo:

1. Lavar el filtro Amicon® con agua MQ vy realizar un ciclo de centrifugacién a 3500 g por 5 min.

2. Equilibrar los filtros con el tampén en el que se encuentra la proteina mediante un ciclo de
centrifugacion a 3500 g por 5 min.

3. Afadir la muestra en la unidad del filtro y realizar un ciclo de centrifugacion a 3500 g por un
tiempo variable de acuerdo a la concentracién a la que se desea llegar.

4. Recuperar la proteina concentrada insertando una pipeta en la parte inferior de la unidad de
filtro, cuidando en resuspender suavemente para sustraer todo el volumen sin tocar la
membrana.

5. Para la limpieza y el almacenamiento de los filtros, al terminar el proceso de concentracion,
lavar abundantemente los filtros con agua MQ y posteriormente con etanol al 20%.

M3. Métodos analiticos de proteinas

M3.1. Técnicas electroforéticas

Los métodos electroforéticos se basan en la separacion de proteinas mediante la
aplicacion de un campo eléctrico externo. Para fines organizativos de la tesis, en este
bloque se agrupan las técnicas de SDS-PAGE, electroisoenféoque, inmunodeteccion
tipo WB, asi como técnicas auxiliares como tefido de geles, revelado de membranas
PVDF, cuantificacién de proteinas por BCA y ensayos de protedlisis limitada con

termolisina.

M3.1.1. SDS-PAGE

La SDS-PAGE (Sodium Docecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) es
la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Se trata de un tipo de
electroforesis en la que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia del
detergente SDS vy, generalmente, con agentes reductores (B-mercaptoetanol) que
eliminan los puentes disulfuro, anulando de este modo efectos conformacionales
(Laemmli, 1970). El SDS es un detergente i6nico de accidén desnaturalizante que se
une a las cadenas polipeptidicas en una relacion de 1.4 g de SDS por 1 g de
proteina. Esta unién masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la
molécula proteica y confiere al complejo una carga neta negativa proporcional a su
masa, haciendo que todas las proteinas en complejo con SDS viajen hacia el anodo.

La separacion de los complejos SDS-proteina es proporcional sélo a la masa de la
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proteina, pues todas tienen la misma carga por unidad de masa. Esta relacion lineal
desaparece para proteinas de masa molecular inferior a 12 kDa debido a que el
tamafno micelar minimo del SDS es del mismo orden, por lo que proteinas de
diferente masa molecular quedan atrapadas en micelas del mismo tamano y carga
(Neville, 1971).

M3.1.1.1. Preparacién de geles
La separacion por SDS-PAGE, se realiz6 sobre geles de poliacrilamida que se forman
por la polimerizacion de la acrilamida gracias a la accion de un agente entrecruzador
(cross-linker), la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador (TEMED: N,N,N,N'-
tetrametilnediamina) y un catalizador (persulfato amonico). El método discontinuo es
el mas empleado actualmente, y se basa en un gel de electroforesis formado por dos
fases con porcentajes de acrilamida y pH diferentes:
e Gel concentrador: permite la concentracion de la muestra cargada,
proporcionando un punto de partida igual para todas las proteinas que entran al
gel separador (acrilamida 5%, pH 6.8).
¢ Gel separador: con un porcentaje de acrilamida variable, permite la separacién
de las proteinas de acuerdo a su masa molecular (generalmente acrilamida 12-
15%, pH 8.8).
Para preparar los geles se utilizaron 3 soluciones diferentes, utilizando agua lo mas
pura que sea posible (MilliQ, MQ):
» Solucién  A: Acrilamida:bisacrilamida (37.5:1) al 30% (Proteogel, Conda-
Pronadisa).
» Solucién B: Tris-HCI 1.5 M, SDS 0.4% (pH 8.8).
» Solucién C: Tris-HCI 0.5 M, SDS 0.4% (pH 6.8).

Para la preparacion del gel separador (running) se realizé lo siguiente:

1. Montar el sistema para la preparacion de geles Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad).

2. Realizar en un vaso de precipitados la mezcla de soluciones correspondientes para la
preparacion de un par de geles de acrilamida al 12, 15 o al 18%, con la siguiente relacién en
el gel separador (running):

Separador A(mL) | B(mL) | HO (mL)
12% 4 2.5 3.5
15% 5 2.5 25
18% 6 2.5 1.5

3. Tomar 10 pL de TEMED y afiadir 100 pL de persulfato amonico al 10% (p/v) para
polimerizar.
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4. Verter la solucion en el cristal espaciador y poner unas gotas de N-butanol para nivelar el
gel y dejar que polimerice.

5. Una vez polimerizado, retirar el N-butanol y lavar 3 veces con agua destilada. Eliminar el
resto de agua destilada con papel de filtro.

Una vez realizado el gel separador, se procedio a la preparacion del gel concentrador
(stacking) de la siguiente manera:

1. Realizar en un vaso de precipitados la mezcla de soluciones correspondientes a la
preparacion de dos geles, con la siguiente relacion en el gel concentrador (stacking):

Concentrador A(mL) | C(mL) | HO (mL)
4% 0.67 1.25 3

2. Tomar 5 pL de TEMED vy afiadir 50 pL de persulfato amonico al 10% (p/v) para polimerizar.

3. Verter la solucion del gel concentrador en el cristal espaciador y colocar los peines
correspondientes para dejar polimerizar.

M3.1.1.2. Evento de separacion de proteinas por SDS-PAGE

1. Montar los geles en la camara de electroforesis (Sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-
Rad).

2. Preparar la muestra afiadiendo 32.5 pyL de tampdn de aplicacion 5X por cada 100 uL de
muestra. Calentar 3 min a 100°C (siempre que la muestra no contenga urea). El tampoén de
aplicacion 5X tiene la siguiente formulacién para 5 mL:

Tampodn de aplicacién SDS-PAGE 5X Masa 6 volumen
necesario (UL, mL 6 g)

2-mercaptoetanol 6% 300 pL

glicerol 50% (v/v) 25mL

azul bromofenol 0.4% (p/v) 0.02g

SDS 10% (p/v) 0.50 g

Tris-HCI (200 mM) (pH 6.8) 0.121g

3. Preparar tampon de elucién 1X mediante dilucién 1:10 de la solucién stock 10X. El tampén
de elucion 10X tiene la siguiente formulacién para 1L.

Stock 10X Masa necesaria (q)
tampodn de elucién

Tris (0.25 M) 30.29
Glicina (1.87 M) 140.38

SDS 1% (p/v) 10

4. Llenar la camara de electroforesis con tampoén de elucion 1X.

5. Cargar 5 pL de marcador de peso molecular de proteinas (Precision plus protein Unstained
standards, Bio-Rad). Cargar las muestras (volimenes diferentes en funcidon del peine
utilizado) vigilando que no difundan excesivamente.
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6. Aplicar un amperaje constante de 20 mA/gel y dejar hasta que el colorante del tampon de
aplicacion haya desaparecido de la parte inferior del gel.

7. Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel de los cristales para disponer a tefiir las
proteinas por los métodos que se describen en el apartado M3.1.8.1.

M3.1.2. Electroisoenfoque
La determinacién del punto isoeléctrico tedrico de la proteina se realizé utilizando el

sitio online: http://web.expasy.org/protparam.

Para la determinacion practica del punto isoeléctrico se utilizaron geles de
electroisoenfoque (IEF) que separan las proteinas en base a su carga neta en vez de
a su peso molecular. Estos geles estan cargados con moléculas anfotéricas que crean
un gradiente de pH. Las proteinas migran a su punto isoeléctrico, que es el punto

donde el total de sus cargas netas es cero.

Los geles utilizados eran prefabricados, no desnaturalizantes [5% T (Acrilamida), 3% C
(Crosslinker), 2% de anfolitos] (No. Ref. 161-1111, Biorad) cubriendo un rango de pH
de 4 a 8.5. Se utilizé el protocolo descrito en Ready Gels Application Guide (No.Ref.
161-0993, Biorad):

1. Montar los geles en la camara de electroforesis (Sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-
Rad).

2. Preparar la muestra afadiendo tampdn de aplicacion nativo 10X, 5 yL por cada 50 uL de
muestra. El tampon de aplicacién nativo 10X tiene la siguiente formulacion para 5 mL:

Tampon de aplicacion nativo 10X Masa o volumen necesario
(mL 6 g) para 5 mL
glicerol 50% (v/v) 2.5mL
azul bromofenol 0.1% (p/v) 0.005g¢g

3. Preparar el tampén del catodo 1X mediante dilucién 1:10 de la solucion stock 10X. El
tampén del catodo 10X tiene la siguiente formulacion para 500 mL.

Stock 10X Masa necesaria (q)
Tampdn del catodo para 500 mL
Lisina (1 M) 72.5
Arginina (1 M) 87.1

4. Preparar el tampén del anodo 1X mediante dilucion 1:10 de la solucion stock 10X. El tampdn
del anodo 10X tiene la siguiente formulacion para 500 mL.

Stock 10X Volumen necesario (mL)
Tampodn del anodo para 500 mL
Acido fosférico 4% (v/v) 21
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5. Llenar el interior del tanque (espacio creado entre los geles) con el tampon del catodo 1X.

6. Llenar el resto de la camara de electroforesis con tampén de anodo 1X frio colocando
ademas un porta-hielo para evitar sobrecalentamiento de la electroforesis.

7. Cargar 10 pL de estandares de IEF de rango de pl de 4.5 a 9.6 (IEF Standars, No. Ref. 161-
0310, Bio-Rad). Cargar las muestras (20 pL por pocillo) vigilando que no difundan
excesivamente.

8. Realizar la electroforesis con tres voltajes escalonados: i) aplicar durante 1 h un voltaje
constante de 100 V (~5-25 mA), posteriormente; ii) aplicar durante 1 h un voltaje constante
de 250 V, y por ultimo; iii) aplicar durante 30 min un voltaje constante de 500 V.

9. Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel de los cristales para disponer a tefir las
proteinas por el método de tincion de IEF que se describe en el apartado M3.1.8.2.

M3.1.3. Analisis de Inmunodeteccion tipo western-blot para proteinas de fusion
con 6His-tag

Para asegurar la presencia de nuestra proteina recombinante en muestras
complejas (por ejemplo en las fracciones de proteina total y soluble) incluso a bajas
concentraciones, se realizé una inmunodeteccién con un anticuerpo Anti His-tag,
aprovechando la presencia de una cola de histidinas (6His-tag) en las proteinas
recombinantes expresadas. Para esto, se siguio el siguiente protocolo:

1. Realizar una electroforesis de SDS-PAGE al 12%.

2. Mientras corre la electroforesis, activar la membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF
0.45 pm, Inmobilon®-P) con metanol al 100% durante 2 min y posteriormente realizar un
lavado con H,0.

3. Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel de los cristales y dejar equilibrando tanto el
gel, el papel Whatman (3mm) y la membrana PVDF en tampdn de transferencia 1X (100 mL
tampoén de transferencia 10X, 200 mL metanol absoluto, 700 mL H,O bi-destilada) durante
10 min. El tampodn de transferencia 10X, pH 8.3, tiene la siguiente formulacion para 2 L:

Tampon de transferencia Masa necesaria (q)
10X para2 L
Tris (0.5 M) 116.4 g
Glicina (0.5 M) 58.6 g
SDS 0.4 % (p/v) 8¢

4.Montar el sandwich de transferencia, en el siguiente orden: el papel Whatman, encima el
gel, la membrana PVDF y el papel Whatman. Cuidando de no tener presencia de burbujas
entre el espacio del gel y la membrana.

5.Realizar la transferencia utilizando el sistema MiniTrans-Blot Electroforesis Transfer Cell
(Bio-Rad) a voltaje constante (100 V) durante 1 h en tampdn de transferencia, segun el
método descrito por Renart y col. (1979).

6.Bloquear la membrana durante 1 h con BSA al 1% en tampoén de bloqueo (T-TBS: 100 mL
TBS 10X, 900 mL H,O bi-destilada, 1 mL Tween-20, pH 8). El tampdén TBS 10X, pH 8, tiene
la siguiente formulacion para 2 L:
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Tampén TBS 10X Masa necesaria (q)
para2 L

NaCl (1.5 M) 176 g

Tris (0.2 M) 60g

KCI (30 mM) 4449

7. Incubar ON a 4°C con el anticuerpo primario monoclonal IgG1 mouse Anti His-tag (Dianova,
GmbH) a dilucion 1:2000 en tampon de bloqueo.

8. Realizar 3 lavados de 15 min con T-TBS.

9. Incubar durante 1 h a TA con el anticuerpo secundario IgG goat anti-mouse conjugado con
fosfatasa alcalina (Dianova GmbH) a dilucion 1:2000 en tampén de bloqueo. Debido al
revelado con fosfatasa alcalina, se han de evitar protocolos con PBS.

10. Repetir el paso 8.

11. Revelar con el kit AP conjugate Substrate (Bio-Rad).

12. Secar la membrana y digitalizarla como se indica en el apartado M3.1.9.
13. Guardar la membrana seca protegida de la luz (en papel de aluminio).

M3.1.4. Analisis de inmunodeteccion tipo western-blot para especies
oligoméricas de A
El deterioro cognitivo en la enfermedad de Alzheimer ha sido relacionado con la
presencia de especies citotdxicas del péptido AB de amplio rango de oligomerizacion.
Para la inmunodeteccion de dichas especies fue necesario un protocolo especial, que
entre sus caracteristicas se encuentran:

i. Uso de geles con presencia de urea 8 M.

ii. Uso de membranas PVDF con un tamafo de poro de 0.2 um.

iii. Fijacidn y exposicion del epitopo de reconocimiento del AR mediante ebullicion de

la membrana.
iv. Uso del anticuerpo 6E10 (Signet Labs) que es un anticuerpo que detecta todas las

formas de AB.

M3.1.4.1. Preparacién de geles con urea 8 M
Para la preparacion de los geles se utilizaron 3 soluciones diferentes, con agua MQ:
» Solucién A: Acrilamida: bisacrilamida (19:1) al 30% (No. Ref.: A3449, Sigma-
Aldrich).
» Solucioén B: Tris 1.6 M, H,SO4 0.4 M, (pH 8.1).
» Solucion C: BisTris 0.8 M, H,SO, 0.2 M, (pH 6.7).
» Solucion D: SDS 20% (p/v).
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Para la preparacion del gel separador (running) se realizé lo siguiente:

1. Montar el sistema para la preparacion de geles Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad).

2. Realizar en un vaso de precipitados la mezcla de soluciones correspondientes para la
preparacion de un par de geles al 12% de acrilamida, con la siguiente relacion en el gel
separador (running):

Separador A (mL B (mL D (uL) H,O (mL) Urea (9)
12% 4 2.5 50 Hasta 10 mL 4.8

3. Tomar 10 pL de TEMED y afiadir 100 pL de persulfato amonico al 10% (p/v) para
polimerizar.

4. Una vez vertida la solucion del gel separador en el cristal espaciador, poner unas gotas de
N-butanol para nivelar el gel y dejar que polimerice.

5. Una vez polimerizado, retirar el N-butanol y lavar 3 veces con agua destilada. Eliminar el
resto de agua destilada con papel de filtro.

Una vez realizado el gel separador, se procedio a la preparacion del gel concentrador

(stacking) de la siguiente manera:

1. Realizar en un vaso de precipitado la mezcla de soluciones correspondientes, con la
siguiente relacion en el gel concentrador (stacking):

Concentrador | A (mL) C (mL) D (uL) H,O (mL) | Pironina Y 0.1% (ulL)
4% 1 2.5 25 1.5 50

2. Tomar 8 pL de TEMED vy afiadir 50 pL de persulfato amonico al 10% (p/v) para polimerizar.
3. Verter la solucion del gel concentrador en el cristal espaciador y colocar los peines
correspondientes para dejar polimerizar.

M3.1.4.2. Preparaciéon de las muestras y referencias internas
Las muestras fueron preparadas de acuerdo a lo siguiente:

1. Preparar las muestras, por cada 100 uL de muestra afadir el mismo volumen de tampén de
aplicacion WB 2X, calentar a 95°C por 5 min. El tampdn de aplicacion WB 2X tiene la
siguiente formulacion para 50 mL:

Tampédn de aplicacién WB 2X Masa necesaria (q)
BisTris (0.72 M) 7.5

Bicina (0.32 M) 2.6
Glicerol 25% (p/v) 12.5

DTT (100 mM) 0.8

Azul bromofenol 0.08% (p/v) 0.004

La referencia interna (péptido sintético ABi4, monomérico) fue preparada bajo el

siguiente protocolo (Dahlgren y col., 2002):
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. Realizar un pretratamiento para la preparacion de péptidos monodispersos, mediante la

rotura de las fuerzas hidrofébicas y la estructura de hoja-p presente en el péptido, para ello,
disolver a 200 yM con HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-isopropanol) el péptido sintético
liofilizado AB+.42 purificado con HCI como contra-ion (Caslo Laboratories ApS).

. Preparar alicuotas de 150 pL y eliminar el HFIP mediante un secado al vacio en un

SpeedVac (Savan instrument), para posteriormente almacenar las alicuotas del péptido seco
a -80°C.

. Tomar una alicuota y resuspender el péptido con 6 uyL de DMSO para posteriormente diluir

con agua a un volumen de 150 pL (200 uM). Realizar alicuotas de trabajo de 5 yL y
almacenar a -80°C.

. Tomar una alicuota de trabajo y realizar una dilucién 1:200 (4.5 ng/uL).
. Preparar la referencia interna, tomando 100 pL de la diluciéon 1:200 y afadir 100 pyL de

tampon de aplicacion WB 2X para posteriormente calentar a 95°C por 5 min.

M3.1.4.3. Evento de SDS-PAGE, electrotransferencia e inmunodetecciéon del
péptido AB

1.

2.

Montar los geles en la camara de electroforesis (Sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-
Rad).

Llenar el interior del tanque con el tampo6n del catodo 1X (Bicina 0.2 M, SDS 0.25% (p/v),
NaOH 0.1 M, pH 8.2).

. Llenar el resto de la camara de electroforesis con tampén de anodo 1X (Tris-HCI 0.2 M,

H,S0O,0.05 M, pH 8.1).

.Cargar 5 pL de marcador de peso molecular de proteinas pretefido (Precision Plus

Protein™ Dual Xtra Standards, No. Ref.161-0377, Bio-Rad). Cargar 4.5 ng y 18 ng del
péptido AB (referencia interna) en los pocillos extremos del gel y por ultimo cargar 45-120 ug
de las muestras (concentraciéon previamente determinada, de acuerdo al apartado M.3.1.7)
vigilando que no difundan excesivamente. Antes de cargar cada pocillo realizar una limpieza
de cada uno de ellos, pipeteando vigorosamente para eliminar residuos de acrilamida no
polimerizada completamente i/o restos de urea.

. Aplicar un voltaje constante de 100 V y dejar hasta que el colorante del tampdn de aplicacién

haya desaparecido de la parte inferior del gel.

. Mientras corre la electroforesis, activar la membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF,

Inmobilon®-PSQ).

. Una vez finalizada la electroforesis, retirar el gel de los cristales y dejar equilibrando tanto el

gel, el papel Whatman (3mm) y la membrana PVDF en tampén de transferencia 1X (100 mL
tampon de transferencia 10X, 100 mL metanol absoluto, 800 mL H20O bi-destilada) durante
10 min. El tampédn de transferencia 10X, pH 8.3, tiene la siguiente formulacién para 2 L:

Tampon de transferencia 10X Masa necesaria (q)
CAPS (100 mM) 116.4 g
Glicina (0.4 M) 58.6 g

SDS 0.4% (p/v) 8g

. Montar el sandwich y realizar la transferencia utilizando el sistema MiniTrans-Blot

Electroforesis Transfer Cell (Bio-Rad), a amperaje constante (200 mA), durante 1.5 h; en
tampon de transferencia frio nuevo y en agitacion constante segun el método descrito por
Renart y col., (1979). Utilizar solo un cassette del sistema y no reutilizar el tampén de
transferencia.
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9. Una vez terminada la transferencia, realizar un lavado con PBS e incubar la membrana en
PBS hirviendo durante 7 min, regresar la membrana a PBS a temperatura ambiente. Esto se
realiza con el fin de exponer mejor el epitopo del péptido AB (Wiltfang y col., 1997; Klafki y
col., 1996).

10. Bloquear la membrana durante 1 h con leche descremada en polvo al 5% en T-PBS (100
mL PBS 10X, 900 mL H,O bi-destilada, 1 mL Tween-20, pH 7.5).

11. Realizar 3 lavados de 15 min con T-PBS.

12. Incubar toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario 6E10 (dilucién 1:375 en PBS con
BSA 0.1%, azida 0.02% (p/v)).

13. Realizar 3 lavados de 15 min con T-PBS.

14. Incubar durante 1 h a TA con el anticuerpo secundario /IgG goat anti-mouse conjugado con
HRP (BioRad) (dilucion 1:2500 en PBS con 2% leche descremada en polvo).

15. Realizar 5 lavados, de 15 min con T-PBS para asegurar la ausencia de azida (que inhibe la
actividad de la HRP).

16. Detectar mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL (Supersignal Pico Western
system, Ref.: 34078, Pierce), anadiendo en una proporcion 1:1 la solucion A y B e
incubando durante 5 min en la oscuridad, eliminando el exceso de liquido.

17. Exponer y revelar la pelicula en cuarto oscuro, procurando obtener distintos tiempos de
exposicion (15 seg, 30 seg, 1 min, 5 min, 15 min).

18. Digitalizar las peliculas y cuantificar densitométricamente las bandas que aparezcan, con el
programa Quantity One (BioRad), de acuerdo al apartado M3.1.9.

19. En caso necesario, realizar una inmunodeteccion de B-actina para la normalizacion de
proteina total de acuerdo al apartado M3.1.6.

M3.1.5. Stripping de las membranas PVDF

Stripping es el tratamiento usado para la eliminacion de los anticuerpos primarios y
secundarios de una membrana de western-blot. Es comunmente utilizado cuando se
quiere investigar mas de una proteina en un mismo blot, por ejemplo, una proteina de
interés y un control de carga. Existe un tratamiento suave basado en la disminucién de
pH y otro fuerte que utiliza B-mercaptoetanol en los tampones. En el grupo de
investigacion se utilizé el primero de éstos métodos, que se describe a continuacion
(Kaufmann, 1998):

1. Realizar 3 lavados a la membrana PVDF de 15 min con T-PBS.

2. Incubar la membrana con el tampén de stripping (Glicina 25 mM, SDS 2%, pH 2.2) durante
media hora en agitacién suave, realizando cambios de tampdn cada 10 min.

3. Realizar 5 lavados a la membrana PVDF de 15 min con T-PBS.

M3.1.6. Inmunodeteccién de B-actina

Con fines de asegurar que en todos los carriles se cargd la misma cantidad de
proteina, asi como un exitoso evento de electrotransferencia, se procedié a realizar un
control de carga con una proteina constitutiva celular, en este caso se emple6 la -

actina; que en el modelo murino 3xTg-AD (modelo in vivo donde se evalud la
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funcionalidad del scFv-h3D6 en la presente tesis) es ampliamente utilizada como
control de carga (Oddo y col., 2003; Caccamo y Oddo, 2010; Sung y col., 2013; Chu y
col., 2012). Para esto se realizo lo siguiente:

1. Realizar un stripping a las membranas PVDF utilizadas en el apartado anterior (para la
eliminacién de los anticuerpos), de acuerdo al apartado M3.1.5.

2. Repetir el protocolo del apartado M3.1.4.3 a partir del paso 10, con la diferencia de la
utilizacion del anticuerpo primario Anti-B-actina (dilucion 1:375 en PBS con BSA 0.1%, azida
0.02% (p/v)).

3. Normalizar la sefial del péptido AP (obtenida en el apartado M3.1.4.3), en base a la
cuantificacion de la B-actina.

M3.1.7. Cuantificaciéon de proteina por microensayo con BCA

La cuantificacién de proteina se realizé por el método colorimétrico de BCA en
microplacas (Thermo scientific, Rockford, IL), siguiendo las indicaciones del kit
Pierce™ BCA Protein assay (Ref.: 23227):

1. Preparar las disoluciones estandares de BSA (de acuerdo a la tabla 1 del Kit), con el tampén
correspondiente (tampdn en que se encuentra la proteina a cuantificar).

2. Preparar el reactivo de trabajo mezclando 50 partes del reactivo A con una parte del reactivo
B.

. Pipetear 200 pL del reactivo de trabajo en una microplaca tipo ELISA.

. Afadir a los pozos de la microplaca, 25 uL de los estandares de BSA por duplicado.

. Afadir a los pozos de la microplaca, 25 uL de las muestras a analizar por duplicado.

. Agitar suavemente, cubrir la microplaca con papel aluminio y dejar incubar a 37°C por 30
min.

. Leer la absorbancia a 560 nm en un lector de microplacas (Victor 3 1420 Multilabel Counter).

8. Realizar una curva patrén de BSA y determinar la concentracion de las muestras.

[ 04, I~ V)

~

M3.1.8. Tincién de proteinas

Las proteinas que se han separado en un gel de poliacrilamida pueden ser
visualizadas por diferentes métodos, entre los que destaca, la tincion con Coomasie
Blue que puede detectar normalmente bandas de proteina de 50 ng. En el caso de la
tincion para electroisoenfoque (IEF) se utiliza una una solucién de Bromofenol/Crocein
que permite prevenir el ruido de fondo de la tincion que ocasionan las moléculas

anfolitas del gel, a la vez que fija las proteinas al gel.

M3.1.8.1. Tincién con Coomassie
El tampdn de tincion se preparé disolviendo 2 pastillas de azul de Coomassie R350

(Pharmacia LKB) en 500 mL de metanol al 30% y acido acético al 10%.
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El gel de policrilamida donde se efectu6 SDS-PAGE, fue tefiido durante 1 h con
Coomasie R350 en agitacién suave y el proceso de destefiido consistié en lavados
sucesivos con una solucidon de acido acético al 10%, hasta la visualizacion de las

bandas de proteina.

M3.1.8.2. Tincién para geles de electroisoenfoque (IEF)

La tincion de los geles de IEF se efectué utilizando wuna solucion de
Bromofenol/Crocein (azul de Bromofenol al 0.04% y escarlata de Crocein al 0.05% en
isopropanol al 27% y acido acético al 10%), durante 45 min con agitacién suave. El
proceso de destefiido se realizé durante 2-3 h con lavados mudltiples con la solucion

destefnidora (metanol 40% y acido acético 10%).

M3.1.9. Digitalizacién y/o cuantificacion de geles, membranas PVDF y films

La digitalizacion de los geles, membranas y films se realizd6 mediante el escaneado en
un GS-700 Imaging Densitometer equipado con el software QuantityOne® (Bio-Rad)
que permitié la cuantificacion densitométrica de las bandas en términos de: OD mm?.
Dicho servicio fue efectuado en el laboratorio de Luminiscencia y Espectroscopia de

Biomoléculas del Departamento de Bioquimica de la UAB.

M3.1.10. Ensayos de protedlisis limitada con termolisina

La caracterizacion de las especies intermediarias en equilibrio, presentes en las curvas
de desnaturalizacién quimica y térmica de la proteina, se realizé por medio de la
técnica de protedlisis limitada con termolisina en urea. La termolisina es una
metaloendopeptidasa que tiene como cofactores el Zinc y el Calcio, hidroliza el enlace
peptidico en el N-terminal de los residuos hidrofébicos tales como: Leu, lle, Val, Ala,
Met y Phe; por lo que tiene una baja especificidad de escision, produciendo una serie
de fragmentos cortos que son adecuados para la secuenciacion. Se utiliza
frecuentemente para el estudio de cambios conformacionales y estructura de proteinas.
Se siguid el siguiente protocolo de acuerdo a Worn y Plinckthun, 1998:

1. Dializar durante una noche la proteina al tampdn de digestion de la termolisina (Tris-HCI
20 mM, CaCl, 10 mM (pH 7.8)).

2. Preparar un stock de urea 9 M en el mismo tampédn en el que se encuentra dializada la
proteina.
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3. Realizar la mezcla correspondiente para tener la proteinaa O M, 3 My 5 M de Urea a
una concentracion de 1 mg/mL.

4. Equilibrar ON la proteina en urea a 4°C.

5. Realizar las digestiones a 25, 37 y 60°C en una proporcion de termolisina:proteina a
digerir, de 1:200 (p/p).

6. Tomar una muestra inicial antes de iniciar la digestién como control.

7. Realizar tomas de muestra alos 0.2,0.5,1,2,4,6, 8,10, 12,24y 32 h.

8. Detener la reaccién afnadiendo inmediatamente a las muestras tampon de carga SDS-
PAGE (apartado M3.1.1.2).

9. Realizar una electroforesis SDS-PAGE en un gel al 18% con las muestras cargando en
cada pocillo 20 pL.

10. Realizar la cuantificacion densitométrica de las bandas digeridas con el programa
Quantity One (BioRad) de acuerdo al apartado M3.1.9.

11. Identificar la banda principal resultante de la digestion mediante secuenciacion N-
terminal y espectrometria MALDITOF segun apartado M3.2.6.

M3.2. Técnicas espectroscopicas

M3.2.1. Fluorescencia intrinseca de proteinas (Triptéfano, Trp)

La fluorescencia de una proteina es una mezcla de la fluorescencia individual de los
residuos aromaticos (Phe, Tyr y Trp), aunque la mayoria de las emisiones
fluorescentes intrinsecas de una proteina son debidas a la excitacion de los residuos
de triptéfano, que es el aminoacido que mas contribuye y el mas sensible a su
entorno. En el estado nativo de las proteinas, el Trp generalmente se encuentra
localizado en el nucleo hidrofébico y cuando la proteina se encuentra parcial o
completamente desnaturalizada, estos quedan expuestos al solvente, por lo que la
fluorescencia Trp puede ser usada para monitorear cambios en el plegamiento de

proteinas.

M3.2.1.1. Obtencién de espectros de emision

Se conoce como un espectro de emisién a las diferentes longitudes de onda de luz
fluorescente emitida por una muestra cuando ésta es excitada con una luz de una
longitud de onda constante.

Los espectros de emisién se realizaron a una concentracién de proteina de 20 uM (en
el estudio de desnaturazalizacion térmica) y a 2 uM (en el estudio de desnaturalizacion
quimica) en PBS, utilizando para ello un espectrofluorimetro Cary Eclipse
Fluorescence spectrophotometer (Varian Inc.) equipado con una lampara de arco de

Xenoén y empleando cubetas de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico. En primer lugar, se
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realiz6 un espectro de excitacion en la regién 220-320 nm (25°C, apertura de las
ventanas a 5) para determinar la longitud de onda (L) 6ptima para incidir en los
subsecuentes espectros de emision.

Los espectros de emision se midieron entre 310 y 400 nm (ventanas a 5), realizandose

10 barridos que fueron posteriormente promediados.

M3.2.1.2. Analisis de agregacion térmica por Fluorescencia Trp

Mediante el analisis del espectro de emision obtenido, se localizé el maximo de
emisién de la proteina a una concentracion de 20 uM en PBS, a 25°C, a 290 nm. Esta
longitud de onda fue la seleccionada para seguir la agregacion de la proteina,
utilizando un rango de temperatura de 25-95°C (rampa térmica de 1°C/min), ventanas
a 5. Para evaluar el estado del plegamiento a 25°C y a 95°C se obtuvieron los
respectivos espectros de emision de acuerdo al apartado M3.2.1.1. Finalmente, se

volvié a tomar otro espectro al regresar a la temperatura inicial de 25°C.

M3.2.1.3. Analisis de desnaturalizacion quimica por Fluorescencia de Trp

Para determinar la estabilidad de las proteinas se realizé una curva de desplegamiento
quimico usando como agente desnaturalizante la Urea, dicho desplegamiento se fue
monitoreando usando la fluorescencia de Trp, obteniéndose espectros de emision de
la proteina expuesta en equilibrio a diferentes concentraciones progresivas de Urea, a
25°C. Para esto se siguio el protocolo que se detalla a continuacion:

1. Dializar toda la noche la proteina stock (22 yM) en PBS modificado (NaCl 137 mM, KCI 2.7
mM, Na,HPO, 100 mM, KH,PO,20 mM, pH 7.4).

2. Preparar las muestras en duplicado mezclando suavemente 100 uL de proteina stock con
alicuotas de 1 mL de urea (en agua) a concentraciones progresivas de tal forma que se
tenga una serie de puntos cada 0.25 M que cubran el rango de 0 M a 9.5 M de urea. Dejar
equilibrar la mezcla toda la noche a 4°C. Un par de horas antes de realizar las medidas en
el fluorimetro, dejar atemperar las muestras a 25°C. La concentracion final de la proteina
en la mezcla es de 2 yM.

3. Obtener 5 barridos por cada espectro de emisién en cada punto de urea, por duplicado, a
25°C, ventana de excitacion a 5 y la de emisién a 10.

4. Para obtener el maximo de emisiéon de cada espectro realizar un promedio de los 5
barridos y realizar el ajuste con una funcién polinomial de 3 parametros (Knappik y col.,
1995):

F(x) = Ax*+Bx’+Cx*+Dx+C

5. Calcular la concentracion real de urea en cada punto por medio de la medicion de los
indices de refraccién con un refractometro manual (ATAGO HSR-500) y la sustitucion en la
siguiente férmula:
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M yreal= 117.66(An) + 29.753(An)* + 185.56(An)°

Donde: [Myra] €s la concentracién real de urea obtenida y An es la diferencia
de los indices de refraccion entre la solucion con urea y el agua.

6. Graficar la concentracién de urea contra el maximo de emision de cada punto de urea.

7. Calcular los parametros del equilibrio en el proceso de desnaturalizacion a partir del ajuste
de los datos, utilizando un modelo de tres estados [N] < [I] <> [U] con la siguiente formula
[Ec.1]:

f= Fnt (F°k1/(1+k1+k1*k2)) + (Fy*k1*k2/(1+k1+k1*k2)) [Ec.1]

Donde: Fy=a + (b*x); F=c + (d*x); Fy=e + (h*x); k1=exp(-AG1/(R*T));
k2=exp(-AG2/(R*T)); AG1=G1-m1*x; AG2=G2-m2*x; y en el que la dependencia de la
fluorescencia intrinseca en los estados nativo (Fy), intermediario (F,) y desplegado (Fy)
bajo el incremento de la concentracion del agente desnaturalizante (x) es tomado en
cuenta por los términos b*x, d*x y h*x respectivamente (aproximacién lineal).

Este tipo de analisis con un modelo de tres estados para la desnaturalizaciéon quimica,
asume que aparte de las especies nativas y desplegadas se esta acumulando
significativamente una especie intermediaria en la reaccion.

Con el fin de comparar los parametros obtenidos, se realizaron dos ajustes por separado,
por un lado un ajuste que va de 0-5.5 M mediante un modelo de dos estados [N] < [I] que
utiliza la [Ec.2] y por otro lado, un ajuste que va de 5-9.2 M de urea mediante un modelo de
dos estados [l] « [U] que utiliza la ecuacién [Ec.3] (Pace, 1986):

f= Fy +F k1 (14k1) [Ec.2]
f= F, +Fu*k2 (1+k2) [Ec.3]

Donde: Fy=a + (b*x); F=c + (d*x); Fy=e + (h*x); k1=exp(-AG1/(R*T));
k2=exp(-AG2/(R*T)); AG1=G1-m1*x; AG2=G2-m2*x; y en el que la dependencia de la
fluorescencia intrinseca en los estados nativo (Fy), intermediario (F,) y desplegado (Fy)
bajo el incremento de la concentracion del agente desnaturalizante (x) es tomado en
cuenta por los términos b*x, d*x y h*x, respectivamente (aproximacion lineal).

M3.2.2. Dicroismos Circular
Es una técnica espectroscépica fundamentada en la luz polarizada circularmente, que

incide sobre una muestra: las proteinas absorben esta luz y la desvian con cierto

angulo segun su estructura.

M3.2.2.1. Obtenciéon de espectros de dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del

ultravioleta cercano (350 a 250 nm) y lejano (250 a 180 nm) de la radiacion
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electromagnética. En la regién del ultravioleta cercano, los cromoéforos mas
importantes son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de Trp, Tyr, y Phe,
asi como los puentes disulfuro; por tanto, los espectros en esta regién son un reflejo
de la conformacion global de la proteina. Los espectros de dicroismo en la regién del
ultravioleta lejano, se deben principalmente al enlace peptidico. Los espectros de CD
del ultravioleta lejano son utiles para tener una visién global del plegamiento
secundario de la proteina, y son mas informativos que los obtenidos en la regién

cercana.

Los experimentos de CD se realizaron en el ultravioleta lejano (260-190 nm) mediante
un espectropolarimetro Jasco J-715 y usando una cubeta de cuarzo de paso éptico
de 0.2 cm. La adquision de los espectros se realizé con una resolucién de 0.1 nm,
una amplitud de banda de 1 nm, una respuesta de 2 seg a una velocidad de 50 nm
min-', acumulando 20 barridos, siguiendo las siguientes indicaciones:

1. Adquirir espectros de CD del blanco (tampdn en el que se encuentra la proteina, PBS).
2. Adquirir espectros de la proteina a una concentracion de 20 uM.

3. Restar el espectro del blanco del espectro de la proteina.

4. Normalizar el espectro utilizando la siguiente férmula:

MRE = 6/ (10"L* M *N)

Donde: MRE (Molar Residue Ellipticity) esta expresada en deg cm™ dmol™, 6:
elipticidad en mdeg, 10 es un factor de conversién intrinseco a la medida, L es el
paso optico de la cubeta en cm (0.2 cm), M es la concentracion de la proteina
expresada en Molar, y N es el numero de enlaces peptidicos de la proteina (249 a.a -
1 =248 enlaces).

M3.2.2.2. Obtencién de los perfiles térmicos por CD

Los perfiles térmicos de CD permiten observar la evolucion del espectro completo o
de un punto del espectro de una proteina frente a la temperatura, que puede ser
relacionado con cambios producidos en la estructura secundaria, por lo que suelen
ser usados en las desnaturalizaciones térmicas. El protocolo general para la

obtencion de dichos perfiles se describe a continuacion:

1. Colocar la proteina (a una concentracion de 20 uM en PBS) en una cubeta de paso 6ptico
de 0.2 cm.

2. Termostalizar durante 5 min la muestra a 25°C.
3. Realizar un espectro inicial a 25°C, entre 260 y 190 nm.

4. Seguir la elipticidad en el minimo global del espectro inicial de la proteina, entre 25 y 90°C
con una rampa térmica de 60°C/h, con una resolucién de 0.1°C y una respuesta de 2 seg.

5. Una vez alcanzada la temperatura de 90°C, se mantiene esta temperatura por 5 min y se
adquiere un espectro a 90°C.
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6. Regresar la temperatura a 25°C, equilibrar por 5 min y adquirir un espectro final a 25°C para
observar si el proceso es reversible.

7. Normalizar el perfil térmico usando la misma férmula que la utilizada para la normalizacion
de los espectros de CD.

M3.2.3. Espectroscopia de absorcién de infrarrojo con transformada de Fourier
La espectroscopia de infrarrojo es una técnica ampliamente utilizada en la obtencion
de informacién sobre la estructura secundaria de una proteina. Esta técnica se basa
en el hecho de que la absorcién de la luz infrarroja por parte de la muestra depende de
la vibracién de los enlaces que la forman. En el caso de las proteinas, la zona del
espectro de infrarroja mas utilizada es la comprendida entre las longitudes de onda
1700 y 1600 cm™, que corresponde a la banda amida | que refleja la forma vibracional
del enlace C=0. La espectroscopia de infrarrojo requiere de una elevada
concentracién de proteina para que la relacién sefal/ruido sea suficientemente
elevada y por tanto fiable. Asi mismo, es bastante recomendable el uso de agua
deuterada (D20) en las muestras ya que la banda correspondiente a la vibracion del
enlace O-H del agua enmascara la zona de absorcién del enlace C=0, evitando la
visualizacién de la conformacién protéica. En general el protocolo realizado para la
obtencion de espectros y su respectivo analisis se describe a continuacion:

1. Dializar la proteina a una concentracion de 100 yM (2.6 mg/mL), durante toda la noche a
4°C contra PBS deuterado usando las unidades de MINI dialisis de 15000 MWCO
(molecular mass cut-of) (G-Biosciences).

2. Purgar el equipo con N, durante la noche anterior y durante la adquisicion de los espectros
para eliminar el vapor de agua presente en la atmosfera.

3. Usando un espectrémetro Variant Resolution Pro (acoplado con una montura Peltier)
crear/abrir un método para registrar y promediar 1000 espectros a una velocidad de
barrido de 95 cm-"/min.

4. Adquirir el espectro de fondo (background).

5. Colocar la muestra/blanco en una celda excavada (Reflex Analytical) con un paso 6ptico de
50 um, atemperar a 25°C durante 15 min (permitiendo la total purga del sistema) y adquirir
un espectro. Comprobar que la banda de la amida Il (1545 cm‘1) no aparece, y por lo tanto,
el intercambio H—D ha sido completo.

6. Adquirir espectros a 37, 50 y 60°C, atemperando previamente 5 min, y regresar a 25°C
para adquirir espectros a los 5, 10, 15 min.

7. Finalmente adquirir un espectro de vapor (retirar previamente el soporte de la celda).De la
serie de espectros obtenidos, realizar el tratamiento y la descomposicién de la banda
original amida I’ mediante el software GRAMS (Thermo Scientific). El tratamiento
matematico de los datos consiste, a modo de resumen, primeramente en restar el blanco y
el vapor de los espectros. A continuacion deconvolucionar el espectro utilizando una
funcion lorentziana con una anchura de banda entre 16-20 cm’™ y un factor K en
apodizacion besel entre 1.6-2.4, manteniendo los parametros en toda la serie. Una vez
obtenido el centro de los maximos del espectro deconvolucionado, volver al espectro
original y definir la linea base. Suavizar el espectro, mediante una funcion polinomial de 2
parametros, antes de realizar el ajuste mediante iteracidon. La posicién de las bandas se
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mantiene fija en una primera iteracion y se libera en una segunda iteracion. Identificar el
centro de los componentes y calcular se contribucién al area total de la amida I'.

M3.2.4. Determinacion de coeficientes de extincion molar
La concentracién de una proteina pura se puede determinar a partir de los

espectros de absorcion en el ultravioleta, usando la siguiente formula (Lambert-Beer):

C= (Azsonm)/(€280nm"L)
Donde: C es la concentracion molar, Asg es la medida de absorbancia
a 280 nm, L es el paso de luz de la cubeta empleada expresado en cm vy €559
es el coeficiente de extinciéon molar a esa longitud de onda.

El coeficiente de extincion molar también puede ser expresado como 550> '

, es decir,
como la absorbancia de una disolucion de la proteina a 1 mg/mL. Una expresion
simplificada de la ecuacion de Lambert-Beer es la que hace referencia a la densidad
optica (DO), la cual corresponde con la absorbancia medida con un paso de luz de 1
cm.
C= DO280nm/€280nm

La ecuacion de Lambert-Beer deja de ser lineal en valores cercanos a 2 UA, debido a
la saturacion del detector. Uno de los métodos para la determinacion del coeficiente
de extincion molar experimental de una proteina es el descrito por Gill y Von Hippel
(1989). Este método se basa en la medicién a 280 nm, u otras longitudes de onda (1),
de la muestra en condiciones nativas y en condiciones desnaturalizantes (con un
agente caotrépico: Gdn-HCI 6 M) y en relacionar dichos valores con el coeficiente de

extincién molar teérico mediante la siguiente ecuacion:

— *
€ experimental, 280nm™ (eteérico, 280nm) (A nativa, 280 nm)/(A desnaturalizada,280 nm)

Donde: A es la medida de absorbancia a 280 nm ya sea en condiciones
nativas (en PBS) o en condiciones desnaturalizantes (Gdn-HCI 6 M). Para
calcular el €werico, 280 S€ Utilizaron los siguientes valores: Trp (5690 M cm'1), Tyr
(1280 M cm™), Cys-Cys (120 M cm™).
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M3.2.5. Thermofluor

Thermofluor es una técnica, que mediante una lectura de fluorescencia en un barrido
de temperatura, nos permite testar en términos de Tm (femperature melting:
temperatura de fusion), la estabilidad de una proteina bajo diferentes condiciones,
tales como la concentracion de iones en solucion, el pH o factores adicionales que
pueden afectar la estabilidad proteica.

Se enviaron muestras del scFv-h3D6 nativo al servicio externo del laboratorio Protein
Facility del Instituto del cancer de Amsterdam (NKI) con la finalidad de encontrar las
mejores condiciones en los tampones de purificacién y almacenamiento que permitan
que la proteina se encuentre mas estable. Se realizé un escrutinio en un rango de
valores de pH de 2-12 y de un rango de concentracion de NaCl de 0-300 M. Utilizando
un tampon universal (H;BO3; 0.04 M, H3PO,4 0.04 My CH3;COOH 0.04 M, titulado con
NaOH 0.2M para alcanzar el pH deseado).

M3.2.6. Secuenciaciéon N-terminal y espectrometria de masas MALDI-TOF
Para confirmar la identidad de la proteina de interés se han realizado dos tipos de
analisis en el Servicio de Bioinformatica y Protedomica del IBB (UAB): secuenciacion N-

terminal y determinacion de la masa molecular relativa por MALDI-TOF.

Para la secuenciacion N-terminal, se realizé6 una SDS-PAGE de la proteina y se
transfiri6 a una membrana PVDF, de donde se corto la banda de interés manualmente
después de visualizar con Coomassie. A continuacién se secuencio, por el método de
degradacién de Edman, los primeros residuos del N-terminal en un cromatografo
HPLC Prouse 492 (Applied Biosystems).

Para la determinacion de la masa molecular, se deposité 1 uL de muestra en una
placa, se mezcloé con el mismo volumen de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico), y
se dejo secar. La muestra cristalizada se analizé en un espectrometro MALDI-TOF
Voyager DE PRO (Applied Biosystems), utilizando el reflectron en modo de iones
positivos. Los analisis se realizaron en modo automatico promediando los espectros
obtenidos a partir de 450 disparos en el rango de 750 a 4500 m/z. Los espectros se
calibraron externamente, utilizando una mezcla estandar de 5 péptidos (des-Arg1-
bradiquinina (Mr 904.46), Glu1-fibrinopéptido B (Mr 1570.68), angiotensina-1, (Mr
1296.69), ACTH 1-17 (Mr 2093.09), ACTH 18-39 (Mr 2465.20), ACTH 7-38 (Mr
3657.93).
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M4. Analisis funcional del scFv-h3D6 en un ratén 3xTg-AD

M4.1. Animales y tratamientos

Con el fin de evaluar la funcionalidad de la molécula scFv-h3D6 se realizaron ensayos

in vivo en dos grupos de ratones de 5 meses de edad:

» 15 hembras 3xTg-AD (homocigotas triple transgénicas de los transgenes
PS1m146v, APPswe ¥ TAUpsoi, Y modelo del desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer (AD); Oddo y col., 2003).

» 15 hembras NTg (B6129SF2/J, contexto genético sobre el que se contruyd el
3xTg-AD).

Estos animales pertenecen a una colonia espafiola establecida en la unidad de
Psicologia medica de la Universidad Autonoma de Barcelona (Gimenez-Llort y col.,
2007).

Se administré6 una unica inyeccion intraperitoneal de 85 ug de scFv-h3D6 en dos
grupos de n=8 (3xTg-AD, y NTg), con los correspondientes grupos control (n=7)
tratados con PBS. Los grupos formados para este ensayo y la dosificacién

administrada se describen en la tabla M3:

Tabla M3. Grupos de animales y tratamiento. NTg: no transgénicas, B6129SF2/J, contexto genético
sobre el que se contruyo el 3xTg-AD. 3xTg-AD: ratones homocigotas triple transgénicas de los transgenes
PS1m146v, APPswe Y TAUp301L, Y modelo del desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (AD) (Oddo vy col.,
2003). PBS: tampon fisiolégico pH 7.4, -LPS: libre de lipopolisacaridos.

Grupo de Tratamiento Tamaio Dosificacion
animales del grupo
200 pL de scFv-h3D6 (a 0.42 ug/uL) en
NTg ScFv-h3D6 en PBS 8 PBS estéril (-LPS)
PBS 7 200 pL de PBS estéril
200 pL de scFv-h3D6 (a 0.42 ug/uL) en
3xTg-AD ScFv-h3D6 en PBS 8 PBS estéril (-LPS)
PBS 7 200 uL de PBS estéril

M4.2. Diseno experimental
La evaluacion del efecto del tratamiento con scFv-h3D6 se realiz6 a dos niveles:
» A nivel conductual y cognitivo (Dra. Lydia Giménez-Llort, UAB).
» A nivel molecular: inmunodeteccién de especies oligomericas de AB (WB) y

determinacion de las concentraciones de apodJ y apoE (ELISA) (éste trabajo).
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A modo de resumen, en la figura M4, se visualiza el disefio experimental tanto de los
analisis conductuales y cognitivos como de la extraccion-inmunodeteccion de especies

AB y apolipoproteinas.

Dia0 Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia4 Dia5
IJr I'r J \_ _‘ L J ‘ ‘ ﬁ ‘ Gl i

1) ANTES DEL Visualizacidn M1 MWM3 Sondade Sacificioy E-'um da
TRATAMIENTO: de plamfoman prusba  dmeccidn de proeina y

Comer Test & las dreas WHY ELISA
Open-fiald Tes! cembales

2) APLICACKN

DEL TRATAMIENTO

Figura M4. Resumen del disefio experimental. Dia 0: caracterizacion de la conducta inicial de todos los
grupos de animales (corner test y open-field test) y aplicacion del tratamiento. Dia 1: visualizacion de
plataformas y aprendizaje de sefales en el laberinto acuatico de Morris (MWM: Morris Water Maze, Morris
y col., 1984). Dia2-Dia4: MWM consecutivos con plataformas escondidas. Dia 4: adicionada al ultimo test
de MWM, se realiz6 una sonda de prueba mediante la eliminacién de la plataforma. Dia 5: sacrificio de
todos los animales y diseccion de las areas cerebrales (hipocampo: HC; cértex: CX; cerebelo: CR; bulbo
olfatorio: OB). Dias posteriores: extraccion de proteina e inmunodeteccion tanto de especies AR (por
western-blot), como de apoE y apod (por ELISA).

M4.3. Analisis a nivel conductual de los efectos del scFv-h3D6

Estas pruebas fueron realizadas en su totalidad por la Dra. Lydia Gimenez-Llort, de la
unidad de Psicologia medica y el Instituto de Neurociéncias de la UAB (Gimenez-Llort
y col., 2013).

Se realiz6 una serie de pruebas iniciales para evaluar los sintomas psicologicos-
conductuales caracteristicos de la demencia (BPSD-like behaviors) de los animales
3xTg-AD (n=15) y NTg (n=15) mediante las pruebas Corner Test y Open-field test. A
continuacion se dividieron los grupos en dos para realizar tratamiento con 85 ug de
scFv-h3D6 o con PBS y el efecto del tratamiento se evalué mediante el laberinto
acuatico de Morris (MWM: Morris water maze), durante los siguientes 4 dias a su
administracion. La conducta fue evaluada mediante la observacion directa y el analisis
de imagenes grabadas. Los experimentos fueron realizados bajo condiciones de luz
blanca tenue (16-20 lux) en un horario de 10:00 a 13:00, de acuerdo a la legislacion
espanola de “Proteccién de animales usados para fines experimentales u otros
propositos y cientificos” y el “Consejo Directivo de la Comunidad Europea”
(86/609/EEC Council).
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M4.4. Analisis a nivel molecular de los efectos del scFv-h3D6

Una vez finalizadas las pruebas a nivel conductual y cognitivo, 5 dias después de la
aplicacion del tratamiento, se realizo el sacrificio de los animales. Los animales fueron
anestesiados con pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso corporal disuelto en PBS),
se perfundieron a través del corazon con paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7,4) y
se guillotinaron. A continuacién se realizé una diseccidn-congelacién de los tejidos
pocedentes de las diferentes areas del cerebro, tales como hipocampo (HC), cortex
(CX), cerebelo (CR) y bulbo olfatorio (OB), para posteriormente realizar un
fraccionamiento secuencial de proteinas y estudios tipo western-blot para la deteccion

de especies AB, asi como un estudio tipo ELISA para la deteccion de apoE y apod.

M4.4.1. Extraccién y fraccionamiento de proteinas

La extraccion y fraccionamiento de proteinas se realizd6 mediante una serie continua
de sonicaciones y ultracentrifugaciones, sobre el tejido proveniente de las diferentes
areas del cerebro diseccionadas (HC, CX, CR, OB). Esto se aplicé sobre los cuatro
grupos de ratones utilizados en este experimento (tabla M3). El protocolo descrito a
continuacion es una modificacion del utilizado por Lesne y col., (2006):

1. Pesar los tejidos congelados y homogenizar mecanicamente (auxiliado con un
homogenizador manual, Sigma-aldrich, Ref.: Z 359971) en TBS (Tris 20 mM, NaCl 137 mM,
pH 7.6) frio y suplementado con inhibidores de proteasas (Roche tablet 1836153) en una
proporcion de 8 uL TBS/mg tejido.

2. Sonicar suavemente con un 1 ciclo de 35 seg, a un ciclo de trabajo del 35% y a potencia 4
en un sonicador (Dynatech Sonic Dismembrator ARTEK 300), utilizando la punta pequena.

3. Centrifugar mediante una micro-ultracentrifuga (Sorvall MTX 150 Series Micro-
Ultracentrifuge, Thermo Scientific) a 100,000 g durante 1 h a 4°C. Colectar, congelar y
guardar el sobrenadante marcandolo como Fraccién TBS-proteina extracelular. Guardar por
separado 10 uL para cuantificacion de proteinas por BCA.

4. Rehomogenizar el pellet insoluble resultante (en el mismo volumen que en el paso 1),
utilizando una solucion fria de Triton X-100 al 1% en TBS suplementada con inhibidores de
proteasa. Repetir los pasos 2 y 3, marcando el sobrenadante como Fraccién Triton-proteina
intracelular. Guardar por separado 10 pL para cuantificacion de proteinas.

5. Rehomogenizar el pellet insoluble resultante (en el mismo volumen que el paso 1), utilizando
una solucion fria de SDS 2% en agua suplementada con inhibidores de proteasa. Repetir
pasé 2 y 3, marcando el sobrenadante como Fraccién SDS-proteinas asociadas a
membranas. Guardar por separado 10 pL para cuantificacion de proteinas.

6. Finalmente, sonicar el material insoluble en solucién de acido férmico 70% en agua,
centrifugar y al sobrenadante obtenido, secarlo durante toda la noche mediante un
concentrador al vacio (Savant SpeedVac® concentrator). Resuspender el extracto proteico
seco obtenido en 40 yL de DMSO.

7. Alicuotar (100 pL) y guardar a -80°C todas las fracciones obtenidas.

8. Determinar la concentraciéon de proteinas de cada fraccion mediante un ensayo de BCA
(Thermo Scientific, Rockford, IL), segun el apartado M3.1.7.
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M4.4.2. Inmunodeteccion tipo western-blot (WB) de especies A

La proteina extraida y fraccionada fue utilizada para la inmunodeteccién tipo western-
blot. Para el WB de especies oligoméricas de AP, se siguio la metodologia descrita en
el apartado M3.1.4.

Utilizando para fines de estandarizacién de la técnica geles de 12% de poliacrilamida
sin y con urea, segun apartado M3.1.1 y M3.1.4.1, respectivamente.

Se realizaron curvas patrén del péptido AB en rangos que comprendieron entre 15-225
ng y entre 4.5-30 ng. De igual forma se utilizaron como control positivo, muestras de
CX de ratones 3xTg-AD de 7 meses de edad sin tratamiento, cargando 45 ug de
proteina total por cada muestra.

Una vez estandarizada la técnica se utilizaron los extractos de los grupos que se
muestran en la tabla M3, y se realizaron tres eventos de inmunodeteccién-WB
cargando 120 pg de proteina total por cada muestra, ademas, se utilizaron como
patrones de referencia interna al péptido ABs4, monomeérico, colocados en los lados
del gel. Se realiz6 una ponderacién de la sefial de cada gel en base a las referencias
internas y se promediaron las sefiales de los 3 eventos. Se realizé una normalizacion
de la sefal mediante el uso del control de carga (apartado M3.1.6). La
semicuantificacion se realizé auxiliandose en las dos referencias internas presentes en
cada gel, cuidando previamente que la sefial de las muestras se encontrara dentro del

rango lineal de las referencias internas.

M4.4.3. Inmunodeteccion tipo ELISA de las apolipoproteinas apoE y apoJ
A las fracciones de proteinas resultantes del apartado M4.4.1, ademas de realizarles la
inmunodeteccidon AR, también se les realizé una inmunodeteccién y cuantificacion de
las apolipoproteinas apoE y apoJd; mediante un ensayo tipo ELISA, siguiendo las
instrucciones de los Kits: ELISA Kit for Apolipoprotein E (Ref.: E90704Ra, USCN Life
Scienc Inc.) y ELISA Kit for Clusterin (Ref.: E91180Ra, USCN Life Scienc Inc.).

83



Materiales y métodos

M5. Programas informaticos

El modelo tridimensional de la proteina scFv-h3D6 fue realizado por Marin-Argany,
2009. Durante su desarrollo, el uso de las herramientas informaticas online como la
base de datos PDB (Protein Data Base) permitio realizar homologias de secuencia vy,
la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) permitié realizar
alineamientos de secuencias. De igual forma el uso del programa bioinformatico
MODELLER 9v2 (Sali y Blundell, 1993), permiti6 la construccién del modelo 3D.

La visualizacion del modelo molecular en 3D se obtuvo con el programa PyMol

(www.pymol.org), permitiendo ademas trabajar sobre la imagen marcando regiones y

residuos especificos, asi como calcular distancias entre residuos. Estas caracteristicas
permitieron utilizarlo en el grupo de investigacion para la definicion de posibles
mutaciones en la proteina.

La graficacion de las construcciones plasmidicas se realizé con el programa Plasm
(www.biofreesoftware.com).

El sitio online Expasy (http://web.expasy.org/protparam), permitio la determinacion del

punto isoeléctrico tedrico y el peso molecular de las proteinas precursoras y maduras
de las diferentes construcciones realizadas. De igual forma permiti6 obtener el
coeficiente de extincion molar tedrico (€) de la proteasa TEV para efectos de
cuantificacion.

La graficacion de los espectros de CD y Fluorescencia Trp, asi como las
desnaturalizaciones térmicas y quimicas, fueron realizadas en el programa
KaleidaGraph (Synergy Software).

El ajuste matematico para la obtencién de los parametros termodinamicos del
desplegamiento inducido por urea tanto del WT como de las variantes proteicas, fue
realizado en el programa SigmaPlot (Systat Software Inc).

La digitalizacion de imagenes y la cuantificacion densitométrica, fueron realizadas
mediante el programa Quantity One (Biorad).

La adquisién y deconvolucién de los espectros FTIR, fue realizado mediante una serie

de softwares de licencia Varian y GRAMS (Thermo Scientific).
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R1. Analisis de los sistemas de expresion

En el grupo de investigacion Protein Folding and Stability del Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la UAB, se diseié y se mandd a sintetizar
(GenScript) un fragmento de DNA (750 pb) flanqueado por las dianas de restriccion
Ncol-Notl. Dicho DNA codifica un derivado del Bapineuzumab (mAb-h3D6.v2) de tipo
scFv (single-chain variable fragment), consistente en las secuencia de los dominios Vy
y V| unidos por un conector flexible (Gly,Ser);. El fragmento fue subclonado mediante
técnicas de DNA recombinante en diferentes plasmidos derivados de pET (serie pETM
y pCri(a)) que contienen generalmente una cola de histidinas, para fines de
purificacion, asi como diversos modulos proteicos, entre los que tenemos: un péptido
sefnal (pelB), o una disulfuro-isomerasa (DsbC), o una disulfuro-oxidasa (DsbA), o una
oxidoreductasa intracelular con actividad disulfuroisomerasa y chaperona (Trx) o
alguna proteina con capacidad solubilizadora (MBP, o NusA) asi como una secuencia
diana para la proteasa TEV (Blasco-Moreno, 2008; Rivera-Hernandez, 2009).

En estudios preliminares del grupo de investigacion, se evaluaron analiticamente,
mediante la visualizacion SDS-PAGE, la expresion proteica de las construcciones
arriba mencionadas. La combinacion de estas construcciones plasmidicas creadas y el
uso tanto de cepas mutantes deficientes en las reductasas (por ejemplo: Origami 2
(DE3)), como de cepas de expresion en el espacio periplasmatico (por ejemplo: BL21
(DE3) pLysS) permitio obtener sistemas de expresion intracelulares y extracelulares.
Los resultados de dichos preliminares indicaron que las condiciones de expresion
heterdloga optima del scFv-h3D6 eran mediante la induccion durante 12 h con IPTG a
una concentracion final de 0.5 mM y a una temperatura de 20°C en medio LB. Asi
mismo, se evidencio que los sistemas intracelulares de los vectores de serie pETM (en
particular la construccion con Trx) expresaban mayores cantidades de proteina
(aunque en todos los casos la proteina se encontraba mayoritariamente insoluble) que
los sistemas extracelulares, de hecho, la secrecion de la proteina provoco lisis celular
en cepas de membrana debilitada, tal como BL21 (DE3) pLysS (Blasco-Moreno, 2008;
Rivera-Hernandez, 2009).

Por otro lado, un preliminar usando los vectores de la serie pCri(a) indicod que la fusion
con la proteina NusA mejoraba significativamente la expresion soluble del scFv-h3D6
(Rivera-Hernandez, 2009).

En base a estos preliminares, se decidié trabajar con las construcciones plasmidicas
pETtrx1a-scFv y pCri5(a)-scFv y la cepa de Origami 2 (DE3). La expresion intracelular
resultante permiti6 la obtencibn de scFv-h3D6 fusionado a Trx y NusA,
respectivamente. Asi mismo, se decidié trabajar con las siguientes condiciones de

expresion: 12 h de induccioén con 0.5 mM de IPTG a 20°C en medio LB.
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Mediante SDS-PAGE se visualizé una sobre-expresion de la proteina de fusion Trx-
scFv (~40.6 kDa), evidenciando su caracter insoluble, al encontrarse mayoritariamente
en los cuerpos de inclusion (carril 2-4 de la figura R1.A). Asi mismo, de manera tenue
fue posible localizar e inmunodetectar (aprovechando la fusién a una cola de
histidinas) parte de la proteina de fusién expresada en forma soluble (figura R1.B). Por
otro lado se observé que la expresidon de NusA-scFv (~83.4 kDa), permite que una
gran parte de la proteina de fusién se encuentre de manera soluble y, aunque también
se encontro formando parte de los cuerpos de inclusion, es notable la solubilizacion de
la proteina por la fusién con NusA. Asi mismo, es llamativo que en el perfil SDS-PAGE
de esta expresion siempre se visualizd un efecto electroforético anémalo (flechas
negras en la figura R1.A, presencia de dos bandas para una misma proteina) a pesar

de las condiciones reductoras y desnaturalizantes de la electroforesis.

Figura R1. Andlisis de expresién proteica. A) Analisis SDS-PAGE de la expresion en Origami 2
(DE3) de los vectores pETtrx1a-scFv y pCri5(a)-scFv. Sistema de expresién pETtrx1a-scFv / Origami 2
(DES3): carriles 2-4; sistema de expresion pCri5(a)-scFv / Origami 2 (DE3): carriles 5-7). Marcador de peso
molecular: carril 1; proteina total: carriles 2 y 5; fraccidon soluble: carriles 3 y 6); fraccion insoluble
solubilizada: carriles 4 y 7. Las flechas negras indican un efecto electroforético de la proteina fusionada a
NusA. B) Inmunodeteccion en las fracciones solubles e insolubles del sistema de expresion
pETtrx1a-scFv / Origami 2 (DE3). (Anti His-tag 1:2500). Todas las expresiones son en medio LB
inducido 12 h con 0.5 mM de IPTG a 20°C.

R2. Estandarizacién de la purificacion del scFv-h3D6

Después de la expresion, el scFv-h3D6 se encuentra fusionado ya sea a Trx o a NusA
(proteina precursora), ademas de contar con una cola de histidinas y una diana de
corte TEV; la presencia de estos mddulos proteicos se debe a que facilitan el
plegamiento y la purificacion del scFv-h3D6. Debido a que para posteriores estudios

se requiere que la proteina se encuentre pura y sin estos moédulos proteicos (proteina
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madura), en el siguiente apartado se describe la optimizacion de las condiciones de
purificacién, incluida la eliminacion de la fusion mediante una protedlisis limitada con la

proteasa TEV.

R2.1. Purificacion de la proteina precursora
La proteina precursora se obtuvo ya sea de la fraccién soluble mediante la recoleccién
del sobrenadante de células lisadas-centrifugadas, o de la fraccion insoluble mediante
la solubilizacion y replegamiento de la proteina presente en los cuerpos de inclusion
con un agente desnaturalizante y condiciones especificas de oxido-reduccion. La
purificacion del Trx-scFv se realizé tanto para la proteina proveniente de la fraccion
soluble como para la proveniente de la fraccion insoluble. Para el caso de NusA-scFv

solo se purificé la proveniente de la fraccion soluble.

R2.1.1. Fraccién soluble

Tanto las proteinas de fusién Trx-scFv como NusA-scFv cuentan con la presencia de
colas de histidinas, por lo que, se realizaron multiples ensayos de cromatografia de
afinidad en una columna HisTrap™ (IMAC) para la purificacién de proteina proveniente
de la fraccion soluble. Partiendo de que segun el analisis bioinformatico realizado en el
servidor online EXPASY, el punto isoeléctrico (pl) tedrico de Trx-scFv es de 6.3 y el de
NusA-scFv es de 4.8, se us6 el tampén Na,HPO, que permitié trabajar a un pH 7.4 en
la cromatografia para ambas proteinas de fusién. Asi mismo, se probaron varias
condiciones del tampdn de unién a la columna tales como la presencia de Imidazol (0
y 20 mM) y fuerza iénica (0.15, 0.25, 0.5 y 1 M de NaCl); asi mismo, se probaron
distintas concentraciones de Imidazol (10, 50, 100, 200 y 500 mM) en gradientes
escalonados para eluir la proteina.

Para el caso de la proteina fusionada con Trx, se encontré que la proteina se une
mejor a la columna en ausencia de Imidazol con 500 mM de NaCl en el tampén de
unién, y que la proteina (~40.6 kDa) empieza a eluir a 100 mM, logrando una elucion
total a una concentracién de 200 mM de Imidazol. El perfil electroforético SDS-PAGE
en condiciones reductoras nos indicd que las fracciones obtenidas estaban
parcialmente puras, ya que contenian contaminantes de menor peso molecular (figura
R2.A) que presentaron incluso una mayor afinidad por la columna. Curiosamente en
diversos eventos de purificacion IMAC se obtuvieron estos mismos patrones en las
fracciones eluidas, que incluso aumentaron al prolongarse el tiempo de exposicién de

la muestra en el interior de la columna (disminuyendo el flujo de la cromatografia); por
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lo que se sugiere la actividad de una metaloproteasa potencializada por el ambiente
divalente del Niquel inmovilizado en la columna y que dichos fragmentos de menor
peso molecular son de naturaleza degradativa. Esta conjetura se sustenta en base a
un analisis de inmunodeteccion tipo western-blot (figura R2.B), y al hecho de la
presencia de un coctel de inhibidores de proteasas pero no de un agente quelante
como el EDTA que inhibiria la actividad de la presunta metaloproteasa. De tal forma
que para evitar esta actividad catalitica no deseada, se utilizé 0.5 mM de EDTA en
todos los tampones durante la cromatografia, apreciandose que la digestién
inespecifica no deseada fue inhibida (figura R2.C), aunque también fue apreciable el
efecto quelante sobre el metal inmovilizado en la columna, ya que la proteina empezé
a eluir con solo 50 mM de Imidazol y con una mayor cantidad de proteinas
contaminantes, alcanzandose una completa elucién a una concentracion de 200 mM,
este hecho nos indicé las condiciones astringentes en que se realiza la cromatografia
y que el uso de condiciones mas severas podria comprometer el rendimiento final.
Para la proteina fusionada con NusA, se encontr6 que las condiciones de la
cromatografia son similares a la de Trx, con la diferencia de que no fue necesario el
uso de EDTA durante el proceso de purificacion, ya que al analizar el perfil
electroforético SDS-PAGE visualizamos que aunque las fracciones obtenidas estaban
parcialmente puras no estaban degradadas por accién inespecifica de
metaloproteasas en la columna (figura R2.D).
A) B)
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Figura R2. Andlisis de las fracciones IMAC de la proteina soluble scFv-h3D6 fusionada a Trx o a
NusA. A) SDS-PAGE de cromatografia IMAC en ausencia de EDTA de proteina fusionada a Trx.
Tincion de Coomasie de las fracciones eluidas: carriles 1-4. B) Inmunodeteccion en las fracciones
eluidas de la cromatografia en ausencia de EDTA. Uso del anticuerpo Anti His-tag a un titulo de
1:2500. C) SDS-PAGE de cromatografia en presencia de 0.5 mM de EDTA. Tincién de Coomasie de
las fracciones eluidas: carriles 1-4. D) SDS-PAGE de cromatografia IMAC en ausencia de EDTA de
proteina fusionada a NusA. Tincién de Coomasie de las fracciones eluidas: carriles 1-5.
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El hecho de que la fusion Trx-scFv se vea afectada por protedlisis durante la IMAC vy,
la NusA-scFv no, podria indicar que, en el primer caso exista un inapropiado
empaquetamiento entre el dominio Trx y el scFv (lo que permitiria que alguna
metaloproteasa enddégena de E.coli se uniera), y en el segundo caso podria deberse a
un empaquetamiento apropiado o al tamafo del carrier NusA (54.8 kDa), que podria
realizar un efecto de proteccién por impedimento estérico a la metaloproteasa.

Aunque las proteinas obtenidas (ya sea fusionada a Trx o a NusA) de la cromatografia
IMAC no estaban totalmente puras, el grado de pureza fue suficiente para realizar la
liberacion de los modulos proteicos mediante una protedlisis limitada con la proteasa
TEV. La digestion con TEV es abordada en el apartado R2.2.

R2.1.2. Fraccién Insoluble

Las proteinas presentes en los cuerpos de inclusion se caracterizan por ser formas
mal plegadas y, dada la presencia de dos puentes disulfuro en la estructura de los
scFv, es necesario realizar una desnaturalizacién reductora previa al replegamiento de
dicha molécula. Para esto, se solubilizaron los cuerpos de inclusion con Urea 8 M o
con Cloruro de Guanidinio (Gdn-HCI) 6 M, en presencia de glutation reducido (GSH)
10 mM. Se realizé el replegamiento por dilucion 1:10 en presencia de L-Arginina 100
mM vy glutation oxidado (GSSG) 0.15 mM a un pH de 8.5 durante 36 h, segin Proba y
col.,, (1997). Estas condiciones permiten: i) tanto favorecer la solubilizacion como
reducir la agregacion proteica, dada la interaccion entre la estructura guanidinio de la
arginina con los residuos ftriptéfano de la proteina y la tension superficial
proporcionada por la arginina (Tsumoto y col., 2004) vy; ii) favorecer la formacién de
puentes disulfuro, ya que tanto la adicion de una mezcla de agentes tiol reducidos y
oxidados (Glutation) da lugar a la oxidaciéon de los puentes disulfuro, asi como el uso
de pHs alcalinos en los tampones de replegamiento (mayores a valores de 8) aceleran
el intercambio del tiol-disulfuro (Li y col., 2004; Singh y Panda, 2005). Como se
observa en la figura R3.A, la proteina solubilizada con Urea 8 M replegd
correctamente, no asi la solubilizada con Gdn-HCI. Es asi como la solubilizacion de la
proteina se realizd6 Unicamente con urea 8 M, con un rendimiento estimado de
replegamiento de unos 40 mg a partir de 1 L de cultivo.

Dada la presencia de la cola de histidinas en la proteina, se planted realizar a la
proteina solubilizada con urea, una cromatografia de afinidad. Por lo que se realizaron
ensayos de purificacién IMAC con la fraccion insoluble solubilizada con urea 8 M en
tampén Tris-HCI 100 mM con NaCl 500 mM pH 8.5, como describe Robert R. y col

(2006). Encontramos que las proteinas solubilizadas no se unieron a la columna
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HisTrap™ (figura R3.B), por lo que se intenté aumentar la fuerza iénica llegando a 1 M
de NaCl en el tapon de union, sin conseguir afinidad por la columna. Ante la
imposibilidad de realizar una cromatografia de afinidad durante la solubilizacién de la
proteina y aprovechando que el scFv-h3D6 es el principal componente de las
proteinas replegadas (figura R3.A, carril 1), se optd por realizar directamente la

digestién con TEV.
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Figura R3. Tratamientos a la proteina insoluble de los cuerpos de inclusién. A) Replegamiento de
proteina insoluble. Urea 8 M: carril1; Gdn-HCI 6 M: carril 2. B) Cromatografia de afinidad (IMAC) de la
fraccion insoluble solubilizada con Urea 8 M. Muestra que entra a la columna HisTrap: carril 1; proteina
no enganchada a la columna (flow IMAC): carril 2.

R2.2. Optimizacién de la digestion con la proteasa TEV

La proteasa TEV recombinante fue expresada como una fusién con MBP (Maltose-
Binding Protein) en 2 L de un cultivo de E. coli cepa C41. La MBP es eliminada in vivo
por autoprocesamiento usando una diana interna de TEV (ENLYFQ-LG) en la proteina
de fusién, de tal forma que en 4 h de expresion de la proteasa TEV, ésta se
encuentraba directamente separada de la MBP (figura R4, carril 1-3). Mediante la
cromatografia de afinidad (IMAC) se logré un buen nivel de pureza, aunque una buena
parte de la proteina no se unié a la columna (carriles 3-4), obteniéndose un
rendimiento de hasta 21 mg de proteasa TEV por litro de cultivo (figura R4, carril 9).
Esta proteasa recombinante purificada fue utilizada tanto para los ensayos de
digestion de la proteina precursora como para la obtencién preparativa de de todas las
variantes proteicas.

Se sabe que la mayor actividad catalitica de TEV ocurre cuando ésta se da en
ausencia de NaCl, asi mismo que la relacién de la proteasa TEV con respecto a la
proteina a cortar (proteina precursora) es de 1:100 (Nallamsetty y col., 2004). Ademas
se sabe que la proteasa TEV tiene actividad en un amplio rango de valores de pH,
entre 4 y 9, considerandose como condicion estandar el pH de 8 (Waugh. TEV

protease FAQ).
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Figura R4. Analisis SDS-PAGE de la purificacion IMAC de la proteasa TEV. Proteina total de la
expresion de TEV después de 4 h de induccién con IPTG 0.5 mM: carril 1; fraccién insoluble solubilizada:
carril 2; fracciéon soluble que entra a la columna HisTrap: carril 3; proteina no unida a la columna (flow):
carril 4; lavado con 75 mM de imidazol: carril 5; elucién con 500 mM de imidazol: carriles 6-8; pool final de
proteasa TEV a 2.7 mg/mL: carril 9. El asterisco rojo indica al carrier MBP libre (~41 kDa). El asterisco
negro indica la proteasa TEV auto-procesada.

Partiendo de que la proteina precursora para el caso de Trx-scFv y de NusA-scFv
tienen puntos isoeléctricos tedricos de 6.3 y 4.8, respectivamente, asi como el scFv
procesado con un pl de 8.3; podemos ver que las condiciones de la digestion con TEV
se ven limitadas a la posibilidad de una precipitacién isoeléctrica del scFv. Por ésta
razon, inicialmente se considero realizar el proceso de digestién con TEV a pH 7.3.

Como nuestra proteina contiene puentes disulfuro, se prefirié el uso del par redox
Glutation GSSG:GSH (0.3 mM:3 mM) en lugar de B-mercaptoetanol, ya que permite
mantener los puentes disulfuro a la vez que proporciona el suficiente poder reductor

para la actividad de la proteasa TEV.

Ensayos preliminares sugirieron problemas de solubilidad y estabilidad de la proteina
precursora bajo las condiciones consideradas inicialmente, ocasionando
precipitaciones masivas de hasta el 50% de la proteina presente (tanto de proteina
proveniente de la fraccion soluble como de la proveniente de la fraccion insoluble), al
dializar la proteina precursora a tampén de digestion TEV pH 7.3; y digestiones no
deseadas en ausencia de la proteasa TEV (digestiones 2 residuos N-terminal respecto
a la diana de corte de TEV). Estos problemas fueron disminuidos mediante el uso de
una concentracion minima de NaCl 100 mM (a pesar de que trabajar a una
concentracién por encima de NaCl 100 mM limita la actividad de la proteasa
reduciendo a un 50% la eficiencia de la reaccion), asi como de la presencia de EDTA
0.5 mM para evitar digestiones inespecificas. Otros ensayos preliminares usando la
proporcion 1:100 de proteina a cortar con respecto a la TEV, indicaron una baja

eficacia del proceso de digestion a pH 7.3 (<50% de digestion) ya sea a temperatura
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ambiente (~25°C) o a 4°C, llegando a extenderse el proceso hasta 72 h sin alcanzar

un buen rendimiento de la digestion (Rivera-Hernandez, 2009).

Un estudio de estabilidad realizado mediante la técnica de thermofluor, comentado
posteriormente en el apartado R3.6, nos indicé que la proteina madura (26.4 kDa), a
pesar de que su punto isoeléctrico tedrico es de 8.3, presenta una buena estabilidad a
pH 8 cuando se mantiene suficiente fuerza iénica en el tampén y que ademas su
estabilidad no se ve comprometida cuando se encuentra a temperaturas inferiores a
45°C (apartado R3.1).

Ante estos preliminares, se decidié aumentar tanto la cantidad de proteasa TEV a la
proporcion de 1:50 (proteina a digerir:proteasa), como la temperatura del proceso de
digestién a 30°C, y utilizar un pH de 8.3. Ademas, se mantuvo la concentracién de
NaCl 100 mM y EDTA 0.5 mM con el par redox GSSG:GSH (0.3 mM:3 mM).

El rendimiento de la protedlisis limitada por TEV, mejoré notablemente, alcanzando
una eficiencia de digestion de hasta 90% de la proteina soluble proveniente de NusA 'y
de 70% de la soluble proveniente de Trx, asi como de 60% de la replegada
proveniente de Trx. Los tiempos de digestion se disminuyeron a tan solo 4 h, sin
precipitaciones masivas de proteina antes (dialisis a tampoén de digestion TEV),
durante y después de la catélisis (figura R5). Mediante analisis de secuenciacién N-
terminal y MALDI-TOF se comprobé la identidad de los productos de digestion, entre
los que se encontraba la proteina scFv-h3D6 madura con un procesamiento
proteolitico correcto. Cabe mencionar que en el caso de NusA-scFv, aunque el perfil
electroforético de la proteina precursora se presenta como dos bandas, la protedlisis
limitada con TEV generé Unicamente dos productos de digestion bien diferenciados
(NusA y scFv-h3D6 procesado), mostrandonos que la presencia de doble banda para
la proteina precursora se debia a la existencia de dos conformaciones de la forma

precursora que, en principio, no afectan al scFv.
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Figura R5. Andlisis de digestion con la proteasa TEV de la proteina precursora. A) Digestion de la
proteina fusionada con Trx proveniente de la fraccion soluble. Proteina precursora (40.6 kDa) en
tampon de elucion IMAC: carril 1; proteina precursora en tamp6n de digestion TEV: carril 2; digestion con
TEV: carril 3. B) Digestion de la proteina fusionada con Trx proveniente de la fraccién insoluble.
Proteina precursora (40.6 kDa) solubilizada en Urea 8 M: carril 1; proteina precursora replegada: carril 2;
proteina precursora replegada en tampdn de digestion TEV: carril 3; digestion con TEV: carril 4. C)
Digestion de la proteina fusionada con NusA proveniente de la fraccién soluble. Proteina precursora
(83.4 kDa) en tampon de elucion IMAC: carril 1; proteina precursora en tampén de digestion TEV: carril 2;
digestion con TEV: carril 3. Las flechas negras indican a la proteina precursora fusionada ya sea con Trx
o con NusA. Las flechas rojas indican al scFv-h3D6 maduro. Las flechas verdes indican al péptido Trx
liberado. Las flechas moradas indican a la proteina NusA liberada.

R2.3. Purificacién de la proteina madura (26.4 kDa)

Una segunda cromatografia de afinidad IMAC permitié eliminar, de la mezcla post-
digestiéon TEV, aquellas proteinas con cola de histidinas que se unian de forma
especifica a la columna: la proteasa TEV (6His-TEV), el carrier NusA procesado (6His-
NusA) 6 el péptido Trx procesado (6His-Trx) y la proteina de fusién que no logré
procesarse (6His-NusA-dianaTEV-scFv & 6His-Trx-dianaTEV-scFv), asi como

proteinas contaminantes de unién inespecifica.

Después de este punto, el grado de pureza de la proteina madura aun no era el
adecuado para las pruebas de caracterizacién, por lo que se realizaron una serie de
cromatografias preliminares de exclusion molecular (o gel filtracion: GF) usando una
columna preparativa Superdex75 Hiload 26/60 para separar el scFv-h3D6 de los
contaminantes que aun permanecen en la solucion. En estos preliminares se logro
obtener un pico de elucion simétrico para la proteina madura, indicandonos que la

proteina es pura (corroborado por SDS-PAGE) y monodispersa (figura R6.A-B).
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Figura R6. Purificacion de la proteina madura (scFv-h3D6) mediante cromatografia gel filtracion
(GF). A) Cromatograma de la separacion de la mezcla post-digestion TEV en una columna
Superdex75 Hiload 26/60. El primer pico corresponde al volumen vacio (Vo, proteinas de alto peso
molecular fuera del rango de separacion de la columna y proteinas oligomerizadas), el segundo pico
corresponde a la proteina madura (26.4 kDa). B) Andlisis SDS-PAGE de las fracciones
cromatograficas de GF. Vo: carriles 1-2; fracciones monoméricas del scFv-h3D6 maduro: carriles 4-7. El
asterisco rojo indica la presencia de proteina madura que se oligomerizé y que eluye en el Vo. El cuadro
rojo indica las fracciones purificadas del scFv-h3D6 maduro monomeérico que concentrado a 200 uM para
una cromatografia GF analitica. C) Cromatograma del scFv-h3D6 monomérico purificado a altas
concentraciones (200 uM) en una columna analitica Superdex75 Hiload 26/60. Unico pico de elucion
de la proteina madura concentrada, que corresponde, segun la curva patrén de exclusién molecular
previamente realizada (figura A1 de anexos), a la forma monomérica del scFv h3D6.

Por otro lado en la misma cromatografia, se pudo observar que en el pico
correspondiente al volumen vacio (Vo) habia parte del scFv-h3D6, lo que podria
significar una oligomerizacion soluble de cerca del 15% de la proteina madura cuando
ésta se concentra junto a proteinas contaminantes dada las condiciones iniciales de la
GF. Aunque, esta tendencia de oligomerizar, que ha sido descrita para moléculas tipo
scFv, presumiblemente por interaccion cruzada (swapping) entre dominios de la
misma (Arndt y col., 1998), no se presenté en la proteina monomérica purificada
cuando fue llevada a altas concentraciones (200 uM) y analizada por el mismo método
auxiliandose con una curva estandar de patrones de peso molecular (figura A1 de
Anexos), en una columna analitica Superdex75 10/300 GL, encontrandose 100%

monomeérica (figura R6.C).
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Posteriormente, al caracterizar térmicamente a la proteina purificada (descrito en el
apartado R3.1) mediante dicroismo circular y fluorescencia Trp, se encontraron
diferencias en la tendencia de agregacién de la proteina de acuerdo al sistema de
expresion y procedencia de la proteina obtenida (NusA-scFv y Trx-scFv, fraccion
soluble y fraccion insoluble). Teniendo en cuenta esto, se realizé un analisis MALDI-
TOF y de secuenciacion N-terminal encontrandose que todas las proteinas
presentaban basicamente el mismo peso molecular y la misma secuencia N-terminal

(figura R7), evidenciando diferencias a nivel conformacional.
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Figura R7. Espectrometria de masas MALDI-TOF y secuenciacion N-terminal de las proteinas
purificadas mediante cromatografia GF. El espectro de masas de color azul corresponde a la proteina
proveniente de Trx-scFv soluble (26385.780 m/z). El espectro de masas de color rojo corresponde a la
proteina proveniente de Trx-scFv insoluble (26390.308 m/z). El espectro de masas de color verde
corresponde a la proteina proveniente de NusA-scFv insoluble (26394.291m/z). Nota 1: las diferencias de
masas entre las muestras (+ 4 m/z) son atribuibles al margen de error de la propia técnica. Nota 2: todas
las muestras tienen la misma secuencia N-terminal en los primeros 6 residuos: GAMEVQ.

Dada la presencia de dos puentes disulfuro intradominio (C22-C92 en Vy y C23-C88
en V|, figura [19.C de la introduccion) en la estructura del scFv-h3D6, la hipdtesis del
scrambling era la mas plausible para explicar estas diferencias. Las especies
scrambled son isdmeros conformacionales derivados de las distintas posibilidades de

combinacion en la formacion de puentes disulfuro, tanto nativos como no nativos.
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En el caso de nuestra proteina, el hecho de contar con cuatro cisteinas susceptibles a
formar puentes disulfuro hace que existan tedéricamente ocho posibilidades de

formacion especies scrambled, ademas de la especie nativa (figura R8).
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Figura R8. Representacion de la conformacion nativa del scFv-h3D6 y de las especies scrambled
posibles. Especie nativa: N; especies con dos puentes disulfuro: | y II; especies con un puente disulfuro:
Il al VIII. Los puentes disulfuro nativos son C22-C92 en el dominio V4 y el C23-C88 en el dominio V..

La cromatografia de fase reversa (RPC) es una técnica altamente resolutiva que
permite separar proteinas con diferencias pequefas en su hidrofobicidad, siendo
incluso capaz de separar diferentes especies conformaciones de una misma proteina,

como las generadas por especies scrambled.

Esta técnica se basa en la interaccion reversible entre la fase estacionaria altamente
hidrofdbica y las regiones hidrofébicas superficiales de la proteina. Para exponer los
nucleos hidrofobicos de las proteinas al solvente, manteniéndolas solubles, la muestra
es aplicada generalmente en presencia de acido trifluoroacético. La elucion se logra
mediante el aumento gradual del componente organico apolar (acetonitrilo) en la fase
movil. Por medio de esta técnica fue posible confirmar la presencia de al menos tres
isomeros conformacionales del scFv-h3D6, encontrando que la composicién de estos
isomeros variaban considerablemente entre la proteina obtenida de la fraccion
insoluble y la obtenida de la fraccion soluble (figura R9), desafortunadamente no fue
posible la recuperacién de las distintas especies obtenidas para una caracterizacion,
ya que la proteina precipitdé durante el proceso cromatografico, dada las condiciones

astringentes a las que se efectua la cromatografia RP.
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Figura R9. Analisis RP-FPLC de proteina madura. Diferencias en la composicion de las especies
scrambled entre las proteinas maduras provenientes de la fraccion insoluble y soluble de Trx-scFv. Se
identifican 4 diferentes conformaciones en la muestra proveniente de Trx-scFv insoluble, siendo la
especie nativa el componente mayoritario (76%). Se identifican 3 diferentes conformaciones en la muestra
proveniente de Trx-scFv soluble, teniendo la especie nativa presencia solo del 30% en la composicion.
Nota 1: la identidad de la especie nativa se realiza de manera indirecta en el apartado R3.1. Nota 2: las
estimaciones de proporciones porcentuales de las especies scrambled se realizan en base al area de los
picos. Nota 3: la deteccion se hizo a 280 nm.

En la bibliografia existen reportes de separacion de isdbmeros conformacionales
proteicos mediante cromatografia de Intercambio Catidénico (CEx) (Rothwarf y col.,
1998; English y col., 2001; Liu y col., 2011; Zhang y col., 2011).

La CEx permite separar las proteinas en funcion de su carga superficial global, ésta
dependera del punto isoeléctrico (pl) de la proteina y del pH del tampdén en que se
encuentre; de tal forma que cuando la proteina se encuentre en un tampén con un pH
por debajo de su pl, la carga global adquirida por ésta sera positiva, uniéndose a la
fase estacionaria de la cromatografia cargada negativamente. Para que la interaccién
entre la proteina cargada positivamente y las fase estacionaria sea optima,
generalmente se utilizan tampones de baja fuerza iénica, ya que la sal apantalla las
cargas compitiendo por la unién a la columna, de hecho, la elucion de la proteina

ocurre mediante este efecto, al aumentar en la fase movil el contenido de sales.

La separacion de isbmeros estructurales, tales como las especies scrambled, tiene su
fundamento al considerar la carga neta de una proteina no como algo puntual, sino

como una distribucién asimétrica de carga superficial, dependiente, entre otras cosas,
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de la estructura terciaria. Modificaciones conformacionales de las especies scrambled
pueden ocasionar diferencias en los residuos expuestos al solvente, siendo las
especies con puentes disulfuro no nativos los que presenten un plegamiento menos
compacto, variando ligeramente la distribucién de carga superficial de la proteina y con
ello la retencion de la proteina en la columna (Kopaciewicz y col., 1983; Zhang y col.,
2011). Por lo que, aprovechando que las condiciones de esta técnica son menos
astringentes que la RP, se decidi6 utilizarla como técnica de separacion de la especie
nativa de las scrambled presentes en la proteina madura; tanto de la proveniente de la
fraccion soluble de Trx-scFv y NusA-scFv, como de la fraccion insoluble de trx-scFv.

El pl tedrico de la proteina madura es de 8.3, por lo que la cromatografia se realizo a
un pH constante de 6.5 (casi dos unidades debajo del pl), con un gradiente de 0.33%
tampdn B/mL, en un tampén NaHPO, 5 mM. Los perfiles SDS-PAGE de las fracciones
de CEx para todas las muestras (soluble-Trx, insoluble-Trx y soluble-NusA) nos
indicaron, que la proteina madura se encontraba en forma pura y con una movilidad
electroforética homogénea (figura R10.A-C); contrastando con el hecho de que en los
perfiles cromatograficos de CEx (columna Resource S 1mL), se presentaban claras
asimetrias e irregularidades en la forma de los picos de eluciéon (elucion de proteina a
NaCl 60 mM), este hecho nos indicé una cierta heterogeneidad en la distribucion de
carga superficial de las diferentes formas scrambled presentes en la muestra;
manifestandose de manera marcada (presencia de dos picos), en la muestra obtenida
de la fraccion soluble de Trx-scFv. Tal como se puede ver en la figura R10.D-F, la
resolucion de la CEx aun no se encontraba optimizada para la separacién de las
especies scrambled.

Mediante la optimizacién de los tampones y gradientes de la cromatografia, usando
una columna Resource S 6mL, enlenteciendo el gradiente a 0.06% tampén B/mL y
aumentando ligeramente la fuerza iénica de los tampones (NaHPQO, 8.3 mM); asi como
la formacion de un pequefo gradiente de pH durante la cromatografia (pH inicial: 6.5y
pH final 6.0), se logr6 mejorar notablemente la resolucién de la técnica, al separar
parcialmente dos picos bien diferenciados (figura R10.G-l) (Blasco-Moreno, 2010). La
total separacién de los picos se logré mediante una serie de repurificaciones de la
zona comprometida mezclada entre los picos. El primer pico eluia a 85 mM de NaCl y
el segundo pico lo hacia a 93 mM de NaCl, con una diferencia de valor de pH de 0.04
entre ellos, es decir, las diferencias de retencidén de proteina son casi infimas. A pesar
de eso, la tendencia de agregacién de estos dos picos son marcadamente diferentes,
correspondiendo el primer pico a la especie nativa y el segundo pico a una mezcla de
especies scrambled, segun la caracterizacion de los picos descrita mas adelante en el
apartado R3.1.
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Los rendimientos globales de la purificacion de la proteina nativa fueron, de la
proveniente de Trx-scFv soluble: 1.1 mg/L, con un contenido previo a la CEx del 20-
30% de proteina nativa; de Trx-scFv insoluble: 3.8 mg/L, con un 70-80% de proteina
nativa previo; y de la proveniente de NusA-scFv soluble: ~7 mg/L, con menos del 15%
de proteina nativa previo; dependiendo del lote de purificacion (figura R10.J). De tal
forma, que aunque en términos globales de cantidad el mejor rendimiento se obtuvd
de la proteina soluble proveniente de la fusién con NusA, en términos de calidad, la
que mejor rendimientos nos ofrecio, es la proteina obtenida del replegamiento de Trx-
scFv insoluble; por esta razdén se decidié utilizar ésta proteina para pruebas
posteriores, asi como este método para la obtencion de las posteriores variantes
proteicas. La proteina madura nativa fue dializada a PBS pH 7.4, concentrada a 20

MM, congelada y almacenada a -20°C hasta su utilizacion.
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Figura R10. Purificacion de la proteina madura (scFv-h3D6) mediante cromatografia de intercambio
cationico (CEx). A) SDS-PAGE de la purificacion final de la proteina madura proveniente de la
fraccion soluble Trx. Digestion con TEV: carril 1; flow de IMAC2: carril 2; lavado C de IMAC2 (segunda
cromatografia de afinidad): carril 3; pool de proteina que entra a CEx (cromatografia de intercambio
cationico): carril 4; elucion del scFv-h3D6 maduro en CEXx: carriles 5-10. B) SDS-PAGE de la purificaciéon
final de la proteina madura proveniente de la fraccién insoluble Trx. Digestion con TEV: carril 1; flow
de IMAC2: carril 2; lavado C de IMAC2: carril 3; pool de proteina que entra a CEx: carril 4; elucion del
scFv-h3D6 en CEx: carriles 5-9. C) SDS-PAGE de la purificacion final de la proteina madura
proveniente de la fraccion soluble NusA. Digestion con TEV: carril 1; flow de IMAC2: carril 2; lavado C
de IMAC2: carril 3; elucion del scFv-h3D6 en CEx: carriles 4-10. D), E) y F) Cromatogramas de
purificacion CEx de proteina madura provenientes de las fracciones: soluble Trx, insoluble Trx y
soluble NusA, respectivamente; a pH constante de 6.5. Las cromatografias se realizan con tampoén
Na;HPO,4 5 mM, presentando la proteina madura una elucién a NaCl 60 mM. G), H) e I) Cromatogramas
de repurificacion CEx de proteina madura provenientes de las fracciones: solubles Trx, insolubles
Trx y solubles NusA, respectivamente; a pH variable de 6.5 a 6.0. Las cromatografias se realizan con
tampon Na;HPO4 8.3 mM, presentando la proteina madura dos picos de elucion: a 85 mM de NaCl y a 93
mM de NaCl. J) Rendimientos totales de las diversas purificaciones en CEx del scFv-h3D6. Los mg
de proteina total obtenidos vienen de una expresion de 2 L. El rendimiento total se obtiene de dividir los
mg obtenidos entre litros de cultivo expresados. El porcentaje de proteina nativa se realiza en base a la
cuantificacion proteica resultante de separar los dos picos mediante sucesivas repurificaciones y al
conocimiento de que el primer pico corresponde a la especie nativa. Las flechas rojas indican los picos de
elucion de la especie nativa, y las negras los picos correspondientes a las especies scrambled.
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R3. Caracterizacion del scFv-h3D6 WT

R3.1. Caracterizacion térmica

Ya que el scFv-h3D6 purificado se obtuvo a partir de las proteinas de fusion Trx-scFv y
NusA-scFv, tanto de la fraccion soluble como insoluble, fue necesario la evaluacion y
comparacion de la calidad de las proteinas purificadas; por lo que, se realizaron
desnaturalizaciones térmica seguidas mediante fluorescencia Trp y dicroismo circular
(CD). De igual forma, se caracterizd el efecto de la temperatura en la estructura

secundaria de la proteina mediante CD y FTIR.

R3.1.1. Desnaturalizaciones térmicas de plegamiento mediante fluorescencia Trp
El scFv-h3D6 procesado obtenido del primer evento de purificacion por GF fue
evaluado y caracterizado mediante una desnaturalizacion térmica seguida por
fluorescencia de Trp.

La técnica de fluorescencia Trp permite evaluar cambios en el entorno del triptéfano
que en las proteinas suele formar parte del nucleo hidrofébico; el caso del scFv-h3D6
cuenta con cinco triptéfanos, dos en los nucleos hidrofébicos y tres en la interficie
entre dominios. La desnaturalizacion de la proteina implica la exposicion de los
triptéfanos al solvente y dado que el maximo de emision de fluorescencia del triptéfano
en medio acuoso esta en entorno a 355 nm, se considerara este valor como indicador
del desplegamiento de la proteina.

En la determinacion de la longitud de onda (L) 6éptima para incidir en los subsecuentes
espectros de emision, se realizd un espectro de excitacién en la regién 220-320 nm a
25°C. Como en la mayor parte de las proteinas, este maximo se localizé a 290 nm
(resultado no mostrado).

Como se puede observar de forma genérica en la figura R11.A, el espectro de emision
a 25°C en tampodn PBS, de la proteina proveniente de Trx-scFv insoluble, muestra un
maximo de emision a 338 nm (longitud de onda seleccionada para seguir la
desnaturalizaciéon de la proteina inducida por temperatura). En el punto final de la
desnaturalizacion térmica (95°C), el espectro de emisibn muestra una fuerte
disminucion de cerca del 88% de la intensidad relativa de fluorescencia y un
desplazamiento del maximo de emision de 8 nm hacia el rojo, localizandose en 346
nm. Al volver a las condiciones iniciales de temperatura, el espectro de emision 25°C
renaturalizado (aunque recupera parte de la intensidad relativa), se evidencia una

disminucion del 65% de ésta con respecto a la intensidad inicial a 25°C; de igual
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forma, el maximo de emisidén caracteristico de la forma plegada no se recupera (343
nm), encontrandose desplazado 5 nm hacia el rojo (figura R11.A). Esto indica que: i)
los residuos Trp no se han expuesto totalmente al solvente al desnaturalizar, y por lo
tanto no se ha dado un proceso de desplegamiento y; ii) no se recupera el plegamiento

nativo al renaturalizar.

En términos generales las desnaturalizaciones térmicas de todas las muestras (los
diferentes pool obtenidos por GF provenientes de las fracciones solubles e insolubles
de Trx-scFv y NusA-scFv), nos indicaron que, aunque hay una ligera disminucion de
intensidad de fluorescencia al aplicar pocos grados de temperatura (presuntamente
atribuido a un efecto de la temperatura en la disminucion del rendimiento cuantico de
la fluorescencia por aumento de la frecuencia de colisiones, mas que a un efecto de
estabilidad del plegamiento inicial), la region de mayor cooperatividad (indicativa de
una transiciéon) se encuentra en el rango de 47-62°C (figura R11.B). Visualmente se
pudo apreciar que las muestras se encontraban agregadas al final del proceso térmico,
hecho corroborado mediante una seguimiento de la desnaturalizacion térmica por
turbidimetria (comentado mas adelante, figura R11.D: linea discontinua azul).

Por todo ello, podemos concluir que el proceso de desnaturalizacion térmica en el
scFv-h3D6 es irreversible y que mas que un proceso de desplegamiento, lo que
observamos fue un proceso de agregacion, por lo que no podemos hablar de Tm en
términos de una desnaturalizacién, sino mas bien en términos de una transicion hacia
una conformacion con alta tendencia a agregar y, por ello, le denominaremos T.
Senalar que este tipo de proteinas, los scFv, han sido reiteradamente descritas como
moléculas con alta tendencia a la agregacién (Worn y Pluckthun, 1999, 2001;
Honegger, 2008).

Los perfiles térmicos de los diferentes pool de proteinas (obtenidos por GF y
provenientes de las fracciones solubles e insolubles de Trx-scFv y NusA-scFv),
presentaron marcadas diferencias en la tendencia de agregacién. Como se puede
apreciar en la figura R11.B, la proteina proveniente de la fraccién insoluble de Trx,
presenta una transicién conformacional hacia la agregacion entre los 50 y 62°C, con
una T4, estimada de ~55°C. Por otro lado, las proteinas provenientes de la fraccion
soluble tanto de Trx como de NusA, presentan perfiles de agregacion muy parecidas
entre ellas, con transiciones de agregacion tempranas (47-54°C) y unos valores de T2
estimados en torno a los 50°C. De tal forma que estas diferencias en la tendencia a la
agregacion, visualizadas en los 5°C de diferencia de Ti,, son indicadores de una

disminucion sensible en la estabilidad de la proteina obtenida de la fraccion soluble, en
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comparacion con la de la fraccion insoluble. Estos hechos, se explican mediante la
hipétesis de la presencia de formas o especies scrambled en las muestras.

Como se describe en el apartado R2.3, mediante la técnica CEx se logro la separacion
de las formas scrambled del scFv-h3D6 (proveniente de la fraccion soluble Trx-scFv),
en dos picos bien diferenciados. Al ser caracterizados térmicamente estos dos picos,
se encontré que el pool del pico 1 presentaba una estabilidad notablemente mayor
respecto al pico 2, siendo incluso ligeramente mas estable que la proteina obtenida de
la fraccién insoluble (figura R11.B-C). Este hecho apunté, a que la identidad del pico 1
corresponde a la conformacién nativa de la proteina. Por otro lado, la fraccion total del
evento de CEx (pico 1+ pico 2) presentd una estabilidad intermedia, lo que indica que,
la estabilidad global de la proteina dependera de la proporcion en que se encuentren
la poblacion con conformacion nativa con respecto a las poblaciones scrambled (figura
R11.C).

Una vez que se dispuso de un método para la obtencién de la proteina nativa, se
evalué si el proceso de agregacion era dependiente de la concentracion, por lo que se
realizaron desnaturalizaciones térmicas a diferentes concentraciones (2 yM, 10 uM y
20 pM). Como se muestra en la figura R11.D, lo que se encontro fueron transiciones
en torno a los 52-63°C (lineas discontinuas verdes) y una T4, ~57°C (linea discontinua
azul), independientemente de la concentracion del scFv-h3D6 utilizada. Aunque la
transicién fue mas marcada a altas concentraciones en comparacion con las otras dos
concentraciones, los perfiles térmicos en términos generales no presentaron
variaciones, lo cual implica que, la agregacién del scFv-h3D6 sigue una cinética no
dependiente de nucleacion. Una desnaturalizacion térmica seguida por turbidimetria
(OD3s50 nm) de la proteina nativa a 20 uM, nos indicé que la muestra comienza a agregar

a partir de los 57°C, temperatura descrita anteriormente como la T, de la transicion.
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Figura R11. Desnaturalizaciones térmicas de proteina madura seguidas mediante fluorescencia de
Trp. A) Espectros de emision de la muestra al inicio y al final del proceso de desnaturalizacion
térmica. Espectro negro: muestra inicial a 25°C con un maximo de emisién a 338 nm; espectro rojo:
muestra a 95°C con un maximo de emisidon a 346 nm; espectro azul: muestra a 25°C renaturalizada con
un maximo de emisién a 343 nm. B) Termicas de proteina proveniente de las fracciones solubles e
insolubles de Trx-scFv y NusA-scFv purificadas mediante GF. Perfil térmico rojo: proteina nativa
proveniente de Trx-scFv insoluble; perfil térmico negro: proteina proveniente de Trx-scFv insoluble; perfil
térmico morado discontinuo: proteina proveniente de Trx-scFv soluble; perfil térmico rosado discontinuo:
proteina proveniente de NusA-scFv soluble. C) Térmicas de proteina proveniente de la fraccion
soluble Trx-scFv purificada mediante CEX. Perfil térmico azul: pool del pico 1; perfil rojo: pool del pico
2; perfil verde: mezcla de pool (pico 1 + pico 2). D) Térmicas de proteina nativa a diferentes
concentraciones. Perfil rojo: 20 uM; perfil lila: 10 uM; perfil morado: 2 uM; perfil negro: desnaturalizacion
a 20 yM seguida por turbidimetria a 350 nm. A excepcion del perfil negro todas las desnaturalizaciones
estan seguidas por fluorescencia Trp. Nota 1: la concentracidon de proteina es de 20 uM en las figuras A,
B y C. Nota 2: para las desnaturalizaciones térmicas se utiliza el rango de temperatura de 25 a 90°C con
una rampa térmica de 1°C/min. La longitud de onda de excitacion es de 290 nm, los espectros de emision
son adquiridos en un rango de 300-450 nm y las desnaturalizaciones termicas se siguen a 338 nm. Nota
3: las mediciones se realizan en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso éptico con agitacion. Nota 4: las
unidades de fluorescencia son expresadas como unidades relativas de fluorescencia (u.r).
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R3.1.2. Caracterizacion de la estructura secundaria y desnaturalizaciones
térmicas mediante dicroismo circular (CD)

El dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano (260-190 nm) es una técnica
espectroscépica que permite estudiar la estructura secundaria global de las proteinas,
asi mismo nos permite evaluar los cambios conformacionales ocurridos bajo diferentes
condiciones, tales como la temperatura.

Como podemos observar en la figura R12.A, de manera general, los espectros de CD
en el UV lejano del scFv-h3D6 a 25°C presentan peculiaridades en sus formas;
resaltando la presencia de dos minimos locales de elipticidad (218 nm y 230 nm), asi
como de un maximo de elipticidad a 200 nm y una sefial positiva a 237 nm.

En la bibliografia se describen para moléculas tipo scFv, espectros tipicos de hoja-
para proteinas de la familia de las inmunoglobulinas, con un maximo de elipticidad a
200 nm y un minimo de elipticidad a 215 nm (Berger y col., 1999; Vendel y col., 2012;
Kim y col., 2009). El minimo de elipticidad de 230 nm y la sefial positiva a 237 nm han
sido descritos como resultado de las contribuciones de los residuos aromaticos
presentes (en el caso de nuestra proteina se cuenta con 13 Tyr, 5 Trp y 7 Phe), asi
como a la cadena cistinil (Sreerama y col., 1999). Particularmente el minimo a 230 nm
ha sido reportado para una IgG1-Fc (Traximayr y col., 2012) y descrito para un
dominio V| (Tsybovsky y col., 2007; Baden y col., 2008), atribuyéndose a la interaccion
de los residuos aromaticos con el residuo conservado Trp35. Por otro lado, en el grupo
recientemente se ha comprobado que la sefal positiva a 237 nm se debe a un
fendmeno similar en el dominio Vy (Trp 36), y no a la cadena cistinil (Montoliu-Gaya,
2013).

Con el propésito de corroborar las diferencias en el plegamiento de la proteina
obtenida de las fracciones solubles e insolubles de Trx-scFv y NusA-scFv, se
obtuvieron espectros de CD en el UV lejano a 25°C. Como se puede observar en la
figura R12.A, existen diferencias marcadas en las caracteristicas de los espectros de
éstas proteinas. De tal forma que, con respecto a la estructura secundaria de la
proteina proveniente de la fraccién insoluble, los obtenidos de las fracciones solubles
(Trx-scFv y NusA) presentan una secundaria con un mayor contenido de hoja-8 (218
nm); asi como la sefial positiva (237 nm) ligeramente atenuada. Este aumento del
contenido de hoja-f en las muestras solubles (atribuible a la composicién en su
mayoria de especies scrambled), podria explicar la mayor tendencia de agregacion
observada en estas muestras. Y el atenuamiento de la sefial positiva a 237 nm podria
indicar que los conformeros scrambled difieren en el entorno del nucleo hidrofébico

creado alrededor del Trp 36 del dominio V. Sefialar que la proteina obtenida de la
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fraccion insoluble de Trx presentd practicamente la misma estructura secundaria que
la presentada por la proteina nativa.

Para las desnaturalizaciones térmicas se realiz6 un seguimiento del cambio en la
elipticidad producida a 218 nm (minimo correspondiente al contenido de hoja-B). Al
analizar los perfiles térmicos de la proteina nativa, se visualizé que a partir de los 48-
50°C comienza un aumento en la sefial a 218 nm, lo que representa una
reorganizacion conformacional que lleva a un enriquecimiento del componente-p;
dando lugar a un estado intermediario, el cual promueve la agregacion y la generacion
de componentes de tipo WL-fibrilares (descrito posteriormente en la caracterizacion
térmica por FTIR del apartado R3.1.3), ocurriendo esto en torno a los 60°C;
temperatura a la cual ocurre una disminucion de la sefal atribuible a la formacién de
agregados insolubles de la proteina (Schaefer y Pluckthun, 2012). El perfil térmico de
la proteina proveniente de la fraccion insoluble de Trx-scFv presenta en términos
generales el mismo comportamiento que la proteina nativa (figura R12.B, lineas

continuas roja y negra).

Un analisis detallado de los espectros de CD a diferentes temperaturas, nos indica que
aun a los 45°C la proteina nativa mantiene practicamente la integridad de su estructura
secundaria (salvo una ligera disminucion en la sefal positiva a 237 nm). Pero al
visualizar los espectros adquiridos de 60-90°C, podemos observar un cambio hacia la
conformacion canénica de hoja-B, presentando un unico minimo de elipticidad a 215
nm; esta conformacion candnica se mantuvo incluso después de regresar a la
temperatura inicial de 25°C, corroborando la irreversibilidad del proceso (figura R12.C).
Este enriquecimiento del contenido en hoja-B, ya ha sido descrito durante el proceso
de desnaturalizacion acida de la transtiretina (TTR) dando lugar a la generacion de
intermediarios oligoméricos, agregados prefibrilares y protofibrillas (Lindgren y col.,
2005).

Podemos visualizar en las desnaturalizaciones térmicas seguidas a 218 nm (figura
R12.B, lineas discontinuas morada y rosada) para el caso de las proteinas obtenidas
de fracciones solubles, un comportamiento caracterizado por una marcada dispersion
en el proceso térmico (atribuible a las diferentes contribuciones que puedan ofrecer las
diferentes especies scrambled presentes en la muestra). Y aunque se registro un
ligero aumento de la sefal del componente- a los 45°C, después de los 48°C lo que
observamos es una pérdida de ésta sefial, ocasionada por una agregacién temprana
(atribuible a que inicialmente la muestra ya se encuentra enriquecida en el

componente-f, y por tanto muestra una mayor tendencia a agregar).
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Figura R12. Analisis de la estructura secundaria y caracterizacion térmica mediante dicroismo
circular (CD) en el ultravioleta lejano. A) Espectros de CD a 25°C de proteina proveniente de Trx-
scFv soluble e insoluble y NusA-scFv soluble. Espectro rojo: Trx-scFv insoluble; espectro negro: pool
de proteina proveniente de Trx-scFv insoluble; espectro morado discontinuo: pool de proteina proveniente
de trx-scFv soluble; espectro rosado discontinuo: pool de proteina proveniente de NusA-scFv soluble. B)
Perfiles térmicos seguidos por CD a 218 nm de proteina proveniente de Trx-scFv y NusA-scFv de
las fracciones solubles e insolubles. Perfil rojo: pool de proteina nativa proveniente de Trx-scFv
insoluble; perfil negro: pool de proteina proveniente de Trx-scFv insoluble; perfil morado discontinuo: pool
de proteina proveniente de Trx-scFv soluble; perfil rosado discontinuo: pool de proteina proveniente de
NusA-scFv soluble. C) Espectros de CD de proteina nativa a diferentes temperaturas. Espectro rojo:
25°C; espectro azul: 37°C; espectro verde: 45°C; espectro naranja: 60°C; espectro magenta: 75°C;
espectro azul claro: 90°C; espectro gris: 25°C renaturalizado. Nota 1: las unidades de elipticidad estan
normalizadas y expresadas en términos de MRE (deg cm? dmol'1). Nota 2: la concentracién de todas las
proteinas analizadas es de 20 pM. Nota 3: el paso 6ptico de la cubeta es de 0.2 cm. Nota 4: la rampa de

las desnaturalizaciones térmicas es de 1°C/min.
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R3.1.3. Caracterizacion del intermediario térmico del scFv-h3D6 WT, mediante
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Debido a la particular forma de los espectros de CD iniciales que presentd el scFv-
h3D6, no fue posible deconvolucionarlos para calcular el porcentaje de estructura
secundaria por esa técnica.

La técnica espectroscopica conocida como FTIR es util en la elucidacién de la
estructura secundaria de proteinas, proporcionando una herramienta poderosa para la
comparacion de propiedades estructurales en proteinas agregadas, permitiendo
diferenciar y calcular los constituyentes de hojas-f con diferente grado de
empaquetamiento (Zandomeneghi y col., 2004; Jahn y col., 2008). De tal forma que un
analisis por FTIR a diferentes temperaturas permitio caracterizar y calcular los
componentes del estado intermediario en el proceso de agregacion térmica del scFv-
h3D6 (figuras R13, R14 y tabla R1).

La descomposicion del espectro infrarrojo de la regiéon de la banda amida I’ a 25°C,
generd tres bandas principales, localizadas a 1674 cm™, 1659 cm™y 1637 cm™, asi
como dos bandas menores localizadas a 1688 cm™ y a 1614 cm™ (figura R13.A). De
estas bandas, los componentes de hoja-B antiparalela de baja y alta frecuencia,
caracteristicos del plegamiento de inmunoglobulinas, corresponden a las localizadas a
1637 cm™ y 1681 cm™ respectivamente. Los loop/giros corresponden a la banda
localizada a 1659 cm™, existiendo un componente adicional para los giros- localizado
a 1674 cm™ (Byler y Susi, 1986; Walther y col., 2010). El componente mayoritario
corresponde a la hoja- antiparalela de baja frecuencia (considerada como la hoja-f3
nativa) con un 64%, seguida de la secundaria de loop/giros con un 22%, y de giros-8
con un 9% (tabla R1).

Como podemos ver en la tabla R1 y figura R14, los componentes del espectro
obtenido a 50°C (inicio de la reorganizacién del estado nativo, descrito en el apartado
R3.1.2) son muy similares a los componentes presentes a 25°C. En contraste, una vez
que la reorganizacion ha dado lugar al estado intermediario a los 60°C, se pudieron
distinguir diversos componentes-f en la distribucion del espectro de FTIR. Esta
transicion conformacional del estado nativo al estado intermediario, implicé una
acusada disminucién, del 65% al 16%, del componente de hoja-B nativa (1637 cm™) a
favor de la generacidon emergente de componentes mas compactos de hoja-f no
nativos. La identidad de estos componentes-B, que gobiernan el espectro a 60°C,
fueron atribuidas tanto a la fibra de hoja-p tipo worm-like (WL) localizada a 1627 cm’

con un 23% de contribucion al espectro global, como a la fibra B-amiloide localizada a
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1616 cm™ con un 10%. Ademas de estos componentes, se generaron dos bandas
adicionales localizadas a 1650 cm™, 1643 cm™ que corresponden a hélice-a y random
coil, respectivamente (Zandomeneghi y col., 2004; Jahn y col., 2008); asi como, un
incremento del componente de loop/giros.

Finalmente, cuando se recuperaron las condiciones iniciales de temperatura (retorno a
25°C), se observo un ligero incremento de las tres bandas de componente- (hoja-3
nativa, WL y B-amiloide) a expensas del componente loop/giros; siendo el componente
WL el que mas contribuye, con un 26% del area del espectro (Tabla R1, figura R13.B y
figura R14).

A manera de recapitulacion: La molécula scFv-h3D6 sigue una desnaturalizacién
térmica que lleva a una agregacion independiente de nucleacidn, que se caracteriza
por una reorganizacion conformacional directamente desde el estado nativo y un
enriquecimiento de los componentes-B3, en especifico, del componente tipo WL. Cabe
sefalar, que la ruta de agregacion que desemboca en fibras WL es diferente a la que
genera fibras amiloides. Caracterizandose la ruta amiloide por presentar una cinética
lenta y dependiente de nucleaciéon (sigmoidal) y, la ruta de WL por ser rapida y no
dependiente de nucleacion (exponencial) (Gosal y col., 2005). De hecho, estas fibras
tipo WL pudieron ser visualizadas mediante microscopia TEM, en un estudio paralelo
realizado en nuestro laboratorio por Marin-Argany (Marin-Argany y col., 2011); en
dicho estudio, fue posible observar la morfologia caracteristica de las fibras WL
(anteriormente descritas por Gosal y col., 2005) en el inicio de su formacién, a 60°C,

siendo mas evidentes a 90°C (figura A2.C de anexos).

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Numero de onda {cm ') Mumeno de onda {cm*)

Figura R13. Deconvolucion y comparacion de los espectros de FTIR. A) 25°C nativo. B) 25°C
renaturalizado. La banda discontinua indica el componente hoja-P nativa (1637 cm'1). Las bandas negras
indican los componentes-§8 fibrilares (worm-like, WL: 1626 cm™ y (-amiloide: 1616 cm'1). Los demas
componentes del espectro se muestran como bandas grises que corresponden a los componentes de
hoja-B antiparalela de alta frecuencia (1685-1688 cm'1), giros-B (1672-1674 cm'1), looplgiros (1659-1662
cm'1), hélice-a (1653 cm'1), random coil (1645 cm'1).
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Tabla R1. Descomposicion del espectro infrarrojo de la region de la banda amida I, adquiridas a
diferentes temperaturas (25°C, 50°C, 60°C y 25°C Re: renaturalizado).

25°C 50°C 60°C 25°C Re

Centro | Area | Centro | Area | Centro | Area | Centro | Area

(cm™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%) (em™) (%)
Hoja-B antiparalela de 1688 2 1689 2 1685 3 1685 2
alta frecuencia
Giros-B 1674 9 1677 8 1676 3 1672 5
Looplgiros 1659 22 1662 22 1661 30 1662 17
Hélice-a 1650 7 1653 10
Random coil 1643 7 1645 6
Hoja-B nativa 1637 | 64 1637 | 65 1636 16 1637 19
Hoja-B WL 1627 23 1626 26
Hoja-B Amiloide 1616 10 1616 14
Cadena lateral 16142 3 16132 3 1607 1 1607 1
aminoacidica

@ Esta banda, es cuantitativamente despreciable, podria deberse también al componente amiloide.

64 F : —(O—Hoja beta antiparalela -alta frecuencia
—O—Giro-beta
56 - || —©—Helice-alfa
—G—Random coil
48 - _|| @ Hoja-beta nativa
-@-wL
—@—beta-amiloide
40 -
3
= 32
<
o
> 24 -
16 -
L
0 @—— : : :
25 30 35 40 45 25Re

Temperatura (°C)

Figura R14. Evolucion de los componentes de la amida I’ en funcion de la temperatura. Perfil rojo:
hoja-B nativa (1636-1637 cm'1); perfil gris claro: loop/giros (1659-1662 cm'1); perfil lila: giro-B (1672-1676
cm'1); perfil morado: hoja-B antiparalela de alta frecuencia (1685-1689 cm™); perfil azul: WL (1626-1627
cm'1); perfil azul claro: 1B-amiloide (1616 cm'1); perfil gris: random coil (1643-1645 cm'1); perfil verde:
hélice-a (1650-1653 cm™'). No hay variacién en la distribucién de los componentes hasta 50°C. A partir de
60°C disminuye fuertemente el componente de hoja-f nativa y aparecen marcadamente tanto el
componente WL, como el componente de fibra amiloide; ademas, de manera tenue aparecen también los
componentes en hélice-a y random coil. Al retornar a las condiciones iniciales al finalizar el proceso
térmico (25°C Re), hay un ligero aumento en la mayoria de los componentes a expensas del componente
para loop/giros, siendo mas evidente para WL, hoja-f3 nativa y amiloide.
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R3.2. Caracterizacion quimica
El scFv-h3D6 nativo fue caracterizado quimicamente mediante una desnaturalizacion
seguida por CD y fluorescencia Trp, utilizando como agente desnaturalizante a la urea

en concentraciones progresivas hasta 9 M.

R3.2.1. Desnaturalizaciéon quimica seguida por CD

Como podemos observar en los espectros de CD en el UV lejano (figura R15.A-B), la
proteina conservo integramente su estructura secundaria hasta una concentracion de
2 M de urea. A partir de esta concentracion, ocurrié un aumento en la sefal de hoja-f3
(218 nm) y un ligero desplazamiento hacia al azul (215 nm); de igual forma, se dié una
pérdida progresiva (prolongandose hasta una concentracién de 6.9 M de urea) del
minimo de elipticidad inicial a 230 nm. Entre las concentraciones de 6.9 a 8 M de urea,
ocurrié una completa desaparicion tanto del minimo de elipticidad a 230, como de la
sefal positiva a 237 nm. Aunque a partir de 8 M de urea se puede considerar que la
proteina adquiere un estado desnaturalizado, éste no se corresponde a un estado
completamente desplegado, ya que no se alcanzé un espectro random coil puro, ni
siquiera a una concentracion de urea de 8.6 M. Por lo tanto, el estado desnaturalizado
con urea contiene estructura secundaria residual.

Todas las muestras de scFv-h3D6 a diferentes concentraciones de urea fueron
dializadas a PBS, para posteriormente obtener espectros de CD UV lejano y
fluorescencia Trp. Lo que se observé fue una completa recuperacion de los espectros
iniciales nativos tanto vistos por CD UV lejano (figura R15.C), como por fluorescencia
Trp (figura R16.C); revelandose que el desplegamiento quimico del scFv-h3D6 es
100% reversible.

Una vez comprobada la reversibilidad del proceso, se realizé6 una curva de
desnaturalizacion quimica trazando puntos discretos en el equilibrio, para la
determinacion de parametros termodinamicos. El seguimiento de la desnaturalizacion
mediado por CD tiene la desventaja de que el cambio en la sefal en la
desnaturalizacién de una proteina de hoja-B, como la nuestra, es mas bien pequefa; y
requiere de altas concentraciones de proteina (Worn y Pluckthun, 2001). Por otro lado,
el seguimiento por fluorescencia de Trp presenta la ventaja de que requiere mucha
menos concentracion de proteina, por la sensibilidad de la técnica. Tipicamente los
residuos de triptéfano se encuentran enterrados en el nucleo hidrofébico de las
proteinas, o bien fuertemente empaquetados en la interficie entre dominios, y tanto la
intensidad como la localizacién del maximo de emisiébn en los espectros de

fluorescencia Trp son susceptibles a cambiar de acuerdo a la exposicion al solvente
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(Jager y Pluckthun, 1999), por lo que, se decidi6 que era la mejor forma de seguir el
proceso de desplegamiento.
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Figura R15. Espectros de CD lejano del scFv-h3D6 nativo a diferentes concentraciones de urea. A)
0-6 M de urea. Espectro rojo: 0 M; espectro azul: 2.2 M; espectro verde: 3.7 M; espectro negro: 4.9 M;
espectro morado: 6 M. B) 6-8.6 M de urea. Espectro rojo: 0 M; espectro azul: 6 M; espectro verde: 6.9 M;
espectro negro: 8 M; espectro morado: 8.6 M. C) Espectros de scFv-h3D6 renaturalizado al dializar
contra PBS. Todas las muestras de las figuras A y B estan dializadas contra PBS y todas recuperan el
espectro tipico del scFv-h3D6 nativo. Nota 1: el minimo de elipticidad a 230 y la sefial positiva a 237 nm
se pierde completamente entre 6.9 y 8 M de urea. Nota 2: la conformacién de random coil puro no se
alcanza incluso a 8.6 M de urea.

R3.2.2. Desnaturalizacion quimica seguida por fluorescencia de Trp

Es conocido que la intensidad de los espectros de emisién de los residuos Trp puede
aumentar o disminuir durante el proceso de desplegamiento dependiendo del entorno
hidrofébico del residuo en cuestion. Por ello, para proteinas con mas de un residuo Trp
en su estructura se pueden dar compensaciones que hacen que el seguimiento de la
desnaturalizacion mediante la intensidad del espectro no sea una medida real del
desplegamiento (Jager y Pluckthun, 1999). Tal es el caso del scFv-h3D6, que presenta
cinco residuos de triptéfano, de los cuales, tres se localizan en el dominio Vy (W36,
W47 y W103,) y dos en el dominio V_ (W35, y W89) (ver figura 119.C de la
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introduccion), siendo los W36 y W35 los situados en el nucleo de cada dominio y
localizandose los otros tres en la interficie entre ambos. Una de las alternativas al
efecto descrito anteriormente para moléculas con mas de un Trp, como nuestro scFv,
es el seguimiento de la desnaturalizacién mediante el maximo de emisiéon en los
espectros, ya que conforme la proteina se va desplegando, el maximo de emision se
va desplazando siempre en la misma direccién, hacia el rojo, hasta un maximo de 355
nm (maximo de emisién del Trp en solucién acuosa, considerandose como un
indicador de que la proteina se encuentra totalmente desplegada) (Jager vy
Pluckthun,1999). Por tanto, esta aproximacion fue la elegida para el seguimiento de la
desnaturalizacién quimica del scFv-h3DG6.

En la figura R16.A se puede apreciar tanto el efecto de la intensidad de fluorescencia
en los espectros, descrito anteriormente, como el desplazamiento hacia el rojo del
maximo de emision hasta los 355 nm. Efectivamente, la intensidad del espectro de
emisén disminuyé desde el estado nativo hasta llegar a valores sobre el 3-4 M de urea
y, a partir de ahi aumentd hasta llegar al estado desnaturalizado. En cambio, el
desplazamiento del maximo hacia el rojo fue progresivo y nos permitio afirmar que la
estructura terciaria se ha perdido completamente al final de la desnaturalizacion.

Al analizar la curva de desnaturalizaciéon, podemos visualizar que durante proceso
global de desplegamiento, ocurre un desplazamiento hacia el rojo de 17 nm del
maximo de emision, y que la desnaturalizacion completa de la molécula comprende
dos transiciones, pasando por tres estados: nativo, intermediario de plegamiento y
desplegado. La primera transiciéon ocurre en la region de 0-4 M de urea con un
desplazamiento de 13 nm hacia el rojo, presentando un plateau a ~351 nm que es
indicativo de la existencia de un estado intermediario en la via de plegamiento que es
metaestable en el rango de concentraciones 4-6 M urea. La segunda transicion ocurre
en la regién de 6-8 M urea con un desplazamiento de 4 nm hacia el rojo, presentando
un plateau a 355 nm que corresponde a un estado completamente desplegado de la
proteina.

Los parametros termodinamicos de la curva de desnaturalizacion en equilibrio, fueron
obtenidos considerando el proceso de desnaturalizaciéon tanto de manera global (0-9 M
urea) mediante un modelo matematico de tres estados, como de manera parcial
tratando individualmente las dos transiciones (de 0-5.5 M de urea y de 5-9.2 M de urea)
con un modelo matematico de dos estados (ambos descritos en el apartado M3.2.1.3
de los materiales y métodos). Sefalar, que los parametros termodinamicos obtenidos
tanto con el modelo de tres estados como el de dos estados, son similares. Como
podemos ver en la tabla R2, la primera transicién corresponde al desplegamiento del

dominio menos estable (aunque la ruptura de la interficie también contribuye a esta
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transicién). La energia libre del desplegamiento de este dominio (AG,y), junto con la
ruptura de la interficie, es de 19.3 +0.7 KJ mol™. El valor de la urea media, [D]sos, que
es la concentracion de urea a la cual la mitad de las moléculas se encuentran
desplegadas, es de 2.8 M. El valor de la pendiente my., que refleja la diferencia de
accesibilidad al solvente entre el estado nativo y el estado intermediario, es de 7.0
+0.3 KJ mol™ M'; este valor es similar a valores de m publicados para dominios de
tamafos similares y plegados correctamente (Myers y col., 1995). La segunda
transicion corresponde al desplegamiento del dominio mas estable, presente en el
estado intermediario. La energia libre del desplegamiento de este dominio (AGy,) es
de 36.9 +5.7 KJ mol™. El valor my., que indica la diferencia de accesibilidad al solvente
entre el estado intermediario y el estado desplegado, es de 5.2 +0.8 KJ mol" M y el
valor de [D]see, €s de 7.1 M.
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Figura R16. Desnaturalizacion quimica del scFv-h3D6 nativo seguida mediante fluorescencia de
Trp. A) Espectros a diferentes concentraciones de urea (0-9 M). Espectro rojo: 0 M; espectro azul: 2 M;
espectro negro: 2.8 M; espectro verde claro: 4 M; espectro verde: 5 M; espectro celeste: 7.3 M; espectro
verde oscuro: 9.2 M. B) Curva de desnaturalizacion quimica con urea. La desnaturalizacion quimica
del scFv-h3D6 presenta tres estados de desplegamiento: N= nativo (maximo de emision, 338 nm), [I]=
intermediario de desplegamiento (maximo de emision, ~351 nm) y U= desplegado (maximo de emision,
355 nm). El desplazamiento global del maximo de emisién en todo el proceso de desplegamiento es de 17
nm. C) Espectros de scFv-h3D6 renaturalizado al dializar contra PBS. Todas las muestras cuyo
espectro se muestra en la figura A estan dializadas ON contra PBS y todas recuperan el espectro tipico
del scFv-h3D6 nativo.
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Tabla R2. Ajuste de la curva de desnaturalizacion quimica en el equilibrio del scFv-h3D6é WT,
mediante un modelo matematico de tres y dos estados. El ajuste mediante el modelo de tres estados,
maneja el proceso de manera global (0-9.2 M urea). El ajuste mediante el modelo de dos estados, maneja
el proceso de manera parcial, tratando individualmente las dos transiciones (IO-5.5 M de ureay 5-9.2 M de
urea). Las unidades de AG estan dadas en KJ mol-"; paramen KJ mol™ M. N= estado nativo; I= estado
intermediario; U= estado desplegado; [D] entre estados= 50% de desnaturalizante en Molar.

Parametros Primera transicién Segunda transicién
Modelo AGin [Dlin miN AGy. [Dlu4 Mu-|
matematico
Tres estados 19.3 £0.7 2.76 7003 36.9+5.7 7.10 52+0.8
Dos estados 19.7 £0.7 2.78 71£03 32.0+4.2 7.11 45+0.6

R3.3. Caracterizaciéon de los intermediarios quimicos y térmicos del scFv-h3D6
mediante protedlisis con termolisina

Una proteina plegada que carece de regiones desestructuradas no es un buen
sustrato para las proteasas, debido a que los enlaces peptidicos estan protegidos por
el plegamiento de la molécula. En cambio, cuando la proteina se encuentra
desplegada, ya sea local o globalmente, las proteasas pueden digerir eficientemente
los enlaces peptidicos expuestos. Por tanto, la susceptibilidad proteolitica de una
proteina es altamente sensible a los cambios de su conformacion. La técnica conocida
como protedlisis limitada, es un método para determinar la fraccibn de proteina
plegada bajo una determinada condicién, aprovechando las diferencias en la
susceptibilidad proteolitica entre proteinas plegadas y desplegadas, resultando
efectivo en la distincion de conformaciones de los estados desplegados de los
plegados (Park y Marqusee, 2005; Na y Park, 2008). Sefialar que la termolisina (TL) es
una proteasa termoestable (actividad incluso a los 80°C) que tiene preferencia para
hidrolizar el enlace peptidico de residuos hidrofdbicos expuestos, especificamente
Phe, Leu, lle, Val, en un rango de pH de 5.5 a 9 y con actividad remanente en
presencia de altas concentraciones de agentes caotropicos, tales como un 8 M de
urea. La TL presenta inhibicion por EDTA, ademas de que el ion Ca*? es esencial para
su actividad (Minde y col., 2012). Con el fin de caracterizar los intermediarios
presentes en la desnaturalizacion quimica y la desnaturalizacion térmica (que
tedricamente son diferentes ya que pertenecen a embudos paralelos, el de
plegamiento y el de agregacion, respectivamente), se realizd el seguimiento de la

protedlisis con termolisina.
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Como se menciona en el apartado anterior, el estado intermediario de desplegamiento
en equilibrio en urea, comprende la regién de 4-6 M urea. De tal forma que la
protedlisis con termolisina fue efectuada a 5 M de urea, tanto a 25°C como a 37°C.

En la figura R17.A, podemos observar que para la protedlisis efectuada a 25°C en los
primeros 10 min se digirid6 ~60% de la proteina inicial, apreciandose un caracteristico
perfil proteolitico. A partir de las 2 h fue posible apreciar casi una total desaparicién de
la banda de 26 kDa, que corresponde a la proteina completa, dando lugar a la
acumulacion de una banda principal de ~17 kDa, que incluso se mantuvo a las 24 h de

iniciado el proceso proteolitico.

De igual forma en la figura R17.B, podemos visualizar la protedlisis efectuada a 37°C,
y lo que se observa es que después de los primeros 10 min cerca de ~80% de la
proteina fue digerida, bastando tan solo 30 min de protedlisis para que la banda de los
26 kDa desapareciera y, como es de esperar, se origind un caracteristico perfil de
protedlisis. A partir de la primera hora del proceso proteolitico se produjo la
acumulacion de la banda principal de ~17 kDa, que desaparecio casi en su totalidad a
las 32 h de iniciada la digestion. La banda principal de ~17 kDa que se acumulé tanto
en la protedlisis a 25°C como a 37°C, fue transferida a una membrana PVDF e
identificada mediante secuenciacién N-terminal. La secuencia N-terminal obtenida fue
la secuencia inicial del dominio Vy (GAMEVQ), quedando evidenciada la mayor
estabilidad de este dominio. Ademas una espectrometria de masas MALDITOF nos
permiti6 conocer que la masa exacta de la banda resistente a protedlisis era de
17,155.3 m/z, comprendiendo el dominio Vy (13.13 kDa) mas la region del conector
flexible (0.96 kDa) y una pequena parte del dominio V| (3.01 kDa: FR1 y la mitad del
CDRH1; plausiblemente finalizando en el residuo V -L27B, segin numeracion Kabbat
[Wu y Kabat 1970; Kabat y col., 1987; Johnson y Wu, 2001]).

La resistencia a protedlisis de las cadenas- A y B del dominio V., en el estado

intermediario, podria deberse al hecho de que estas dos cadenas- forman una larga
horquilla-B (figura R17.C-D).
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Figura R17. Caracterizacion del intermediario de la via de plegamiento mediante protedlisis
limitada con termolisina a 5 M urea. A) Analisis SDS-PAGE de la protedlisis a 25°C. B) Analisis
SDS-PAGE de la protedlisis a 37°C. C) Analisis MALDITOF y secuenciaciéon N-terminal de la banda
resistente a la protedlisis. La principal banda acumulada (cuadro rojo discontinuo en figura A y B)
presenta una masa de 17,155.316 m/z y una secuencia N-terminal correspondiente al inicio de la
secuencia del dominio V4 (GAMEVQ). D) Representacion tridimensional de la region del
intermediario de desplegamiento quimico resistente a la protedlisis. Dominio Vy: rojo; conector
flexible: verde limén; fragmento del dominio V| resistente a protedlisis: azul. Las cadenas-f A y B, del
dominio V. forman una horquilla-p resistente a protedlisis.

119



Resultados

Recapitulando toda esta informacion, se llegé a la conclusién que el estado
intermediario que se acumula a 5 M en la curva de desnaturalizacién, consiste en el
dominio V| desplegado y el dominio V plegado (figura R18); sugiriendo que el dominio

V| es el blanco adecuado para un redisefio de estabilidad termodinamica.
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Figura R18. Analisis de la curva de desnaturalizacion con urea. A) Esquema del proceso de
desplegamiento de los dominios V4 y V.. El proceso global de la desnaturalizacion del scFv-h3D6
incluye el desplegamiento diferencial de acuerdo a las estabilidades termodinamicas de los dominios Vy y
V.. B) Especies presentes durante la curva de desnaturalizacién. La especie nativa inicial (N) da lugar
a partir del 2 M de urea a la formacion de la especie intermediaria (1), cuya maxima acumulacioén ocurre en
torno a los 5 M de urea; dicha especie consiste en el dominio V| desplegado y el dominio Vy plegado. Al
final de la curva de desnaturalizacion prevalece la especie desplegada (U).

Por otro lado, el estado intermediario resultante de la reorganizacién de las hojas-§ en
la agregacion térmica (descrito en los apartados R3.1.2 y R3.1.3), fue también
caracterizado mediante protedlisis limitada con termolisina; para ello, el scFv-h3D6 fue
preincubado durante 15 min a 60°C. Como podemos ver en la figura R19, durante todo
el proceso proteolitico no se generé la acumulacion de alguna banda principal, siendo
la proteina completamente proteolizada transcurrida las 2 h. Esto indica que el
intermediario térmico, que es el precursor de la via de agregacion WL, presenta una
conformacion global donde ambos dominios (Vy y VL) son igualmente susceptibles a la
digestion.
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Figura R19. Analisis SDS-PAGE de la protedlisis del intermediario de la via de agregacion. El scFv-
h3D6 es preincubado durante 15 min a 60°C y proteolizado completamente con termolisina a las 2 h del
proceso, sin acumulacidon de bandas resistentes a la protedlisis.
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R3.4. Determinacién del coeficiente de extinciéon molar

La secuencia del scFv-h3D6 contiene 5 Trp, 13 Tyr y 2 Cistinas, por lo que el
coeficiente de extincion molar tedrico (Ewerico) €S de 45330 M em™, que expresado al
0.1% (1 mg/mL) corresponde a 1.7 (ver apartado M3.2.4 de materiales y métodos).

La proteina madura nativa, fue dividida en 2 y diluida 1:5, con agua o con Gdn-HCI 8 M
(en agua), para medir la absorbancia en estado nativo y estado desnaturalizado
respectivamente, obteniéndose valores de 0.59 y 0.65 respectivamente; por lo que el
coeficiente extincion molar experimental (Eexperimental) €Xpresado al 0.1% (1 mg/mL)

corresponde a 1.5.

R3.5. Punto isoeléctrico (pl)

Como podemos ver en la figura R20, el valor del pl experimental encontrado para el
scFv-h3D6 nativo gira en torno al valor de 7.9, estando en concordancia con un
analisis bioinformatico realizado en el servidor online EXPASY, que nos arrojé un valor
de punto isoeléctrico (pl) tedrico de 8.3. Ademas no se encontraron diferencias
significativas entre el pl de la proteina nativa con respecto a la mezcla scrambled
obtenida en la separacion CEXx, posiblemente porque las diferencias de pl entre estas
especies y la proteina nativa son tan pequefas, que no es posible distinguirlas en el

rango de separacion superior del gel utilizado (preCasting, Biorad).

60—
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4.7

Figura R20. Electroisoenfoque (IEF) del scFv-h3D6. El pool nativo (N) y el pool de mezcla scrambled (S)
que se obtiene durante la separacion de CEx son analizados mediante IEF en geles prefabricados con un
gradiente de pH. El valor del pl de las dos muestras se encuentran en torno al valor de 7.9. No se
encuentran diferencias significativas entre el pl de la proteina nativa con respecto a la mezcla scrambled.
El proceso electroforético ocurre en tres voltajes escalonados (100-250-500 V). El estandar (M) de IEF
cubre un rango de pl de 4.5-9.6.
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R3.6. Ensayo ThermoFluor para la optimizaciéon de tampones

Thermofluor es una técnica, que mediante una lectura de fluorescencia en un barrido
de temperatura, nos permite analizar en términos de Tm (temperature melting:
temperatura de fusion) la estabilidad de una proteina bajo diferentes condiciones, tales
como la concentracion de iones en solucion, el pH o factores adicionales que pueden
afectar la estabilidad proteica. Sin embargo, es importante mencionar que en el caso
del scFv-h3D6 sabemos que la desnaturalizacién térmica lleva a la agregacioén y que,
aunque tendencia a la agregacion y estabilidad no estan siempre directamente
relacionadas (Cerda-Costa y col., 2007), si que es cierto que la tendencia a la
agregacion puede considerarse una medida indirecta de la estabilidad, tal y como
observamos en las desnaturalizaciones térmicas de fracciones nativas versus
fracciones scrambled (apartado R3.1).

Como podemos observar en la tabla R3, el pH bajo el cual la proteina presentd una
menor tendencia a la agregacion comprende un rango de 6-8 y una concentracion de
NaCl en un rango de 129 mM-300 mM. Es curioso observar que la menor tendencia a
la agregacion presentada por la proteina, fue obtenida a un pH de 8 y a 257 mM de
NaCl, a pesar de estar practicamente en el pl. De igual forma, el tampén de digestion
con TEV se encuentra a un pH de 8.3 y posteriormente de ser procesada la proteina
no sufrié precipitacion isoeléctrica. El hecho de, ya no solo mantener, sino mostrar la
menor tendencia a la agregacién a un pH cercano al pl indica que la distribucion de las
cargas no es homogénea; esta hipotesis se ve corroborada con la necesidad de una
cierta fuerza idnica para mantener un plegamiento 6ptimo. Por ello, para el
almacenamiento, la caracterizacion termodinamica y los estudios funcionales del scFv-
h3D6, el tampdn PBS, presenta las caracteristicas adecuadas para mantener la mayor
estabilidad de la proteina, ya que cuenta con una buena fuerza i6énica, debida tanto al
uso del tampdn fosfato como a una concentracion de NaCl de 140 mM, a pH 7.4,
ademas de ser considerado el tampon fisiolégico por excelencia.

Tabla R3. Valores de Tm obtenidos bajo diferentes condiciones de pH y concentracion de NaCl.
Escrutinio en un rango de valores de pH de 2-12 y de un rango de concentracién de NaCl de 0-300 M. El

scFv-h3D6 presenta una menor tendencia a la agregaciéon en un rango de pH de 6-8 y a una
concentracion de NaCl en un rango de 129 mM-300 mM.

pH

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
—_ 43 49 50 50 50 50 54 52 47
O 43 51 53 51 51 51 51 52 46
2 43 51 53 52 51 53 53 52 46
s 53 50 53 54 54 54 50 52 46
= 51 51 54 54 54 56 52 53 48
= 43 50 55 54 55 56 54 52 46

43 50 54 54 56 [N 54 54 49

43 50 54 56 55 55 55 54 46
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R4. Efecto del tratamiento con scFv-h3D6 en un modelo murino triple
transgénico de la enfermedad de Alzheimer (3xTg-AD)

El scFv-h3D6 desarrollado por nuestro equipo ha mostrado su efectividad in vitro en
células de neuroblastoma SYSH-SY (Marin-Argany y col., 2011), al revertir el efecto
citotéxico de los oligdbmeros AB en un relacion equimolar (figura A3, de anexos). En el
mismo estudio, se describe y demuestra que dicho efecto se debe a que el scFv-h3D6
desvia la ruta de agregacion amiloide del péptido AR hacia la ruta no citotoxica de
agregacion WL al formar el complejo scFv-h3D6:AB+.42, previniendo la formacién de
oligbmeros de Ap citotoxicos (figura A4, de anexos).

Es por ello que nos dispusimos a evaluar el efecto del scFv-h3D6 a nivel conductual y
molecular in vivo, en un modelo murino triple transgénico de la enfermedad de
Alzheimer (3xTg-AD) (Oddo y col., 2003) con la colaboracién de la Dra. Lydia Gimenez
LLort (UAB); que dispone de una colonia bien caracterizada de dichos animales
(Gimenez-Llort y col., 2007), asi como de ratones no transgénicos (NTg) con el mismo
fondo genético. Tanto los ratones 3xTg-AD como los NTg fueron inyectados
intraperitonealmente con una unica dosis de 85 ug del scFv-h3D6, o del tampodn
vehiculo PBS a modo de control negativo.

Es importante remarcar que las posibles trazas de los lipopolisacaridos (LPS),
principales endotoxinas de las bacterias gram negativas y con capacidad de inducir
una respuesta celular, fueron eliminados antes del tratamiento mediante cromatografia
de afinidad (Marin-Argany, 2013).

R4.1. Efecto del tratamiento a nivel conductual

La Dra. Gimenez-Llort, realiz6 una serie de pruebas conductuales durante 5 dias.
Inicialmente, se analizaron los sintomas BPSD-like (no cognitivos) mediante el corner
y el open-field test, para proceder a continuacién a evaluar el efecto del tratamiento en
el declive cognitivo caracteristico de la AD mediante la cuantificacion indirecta de la
memoria y aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris (MWM: Morris Water
Maze). Inicialmente, el grupo 3xTg-AD (n=15) mostré ansiedad y miedo (Gimenez-Llort
y col., 2013). El grupo se dividié en dos para realizar el tratamiento con scFv-h3D6
(tratado, n=8, no tratado, n=7) y se pudo observar una mejora cognitiva tanto en la
memoria a corto como a largo plazo, asi como la recuperacién del patron de natacion

desde un estado hiperactivo (Gimenez-Llort y col., 2013).
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R4.2. Efecto del tratamiento a nivel molecular

Posteriormente a las pruebas conductuales, se sacrificaron los animales y se
seccionaron las areas cerebrales de hipocampo (HC), cértex (CX), bulbo olfatorio (OB)
y cerebelo (CR). Dichas areas fueron fraccionadas, como se sefala en el apartado
M4.4.1 de materiales y métodos, y analizadas tanto para las especies AB (mediante un
ensayo tipo western-blot, WB) como para las apolipoproteinas apoJ (clusterina) y apoE

(mediante un ensayo tipo ELISA).

R4.2.1. Efecto del scFv-h3D6 en el perfil oligomérico de A in vivo

Recientemente se han dado evidencias que sugieren a los oligdmeros solubles del
péptido AB como los principales responsables de la pérdida de sinapsis y el dano
neuronal, con el consecuente deterioro cognitivo caracteristico de la enfermedad de
Alzheimer (Walsh y Selkoe, 2007; Klein, 2013). Dicho péptido puede presentar un
diverso rango de oligomerizaciéon, comprendiendo especies de bajo peso molecular
(LMW: dimeros y trimeros), especies de mediano peso molecular (MMW: hexameros,
nonameros y dodecameros), asi como protofibrillas y fibras (Larson y Lesné, 2012). El
anticuerpo completo del cual deriva nuestra molécula (mAb-h3D6.v2) tiene afinidad por
los oligdbmeros de AP solubles de hasta 5-6 mer (Jacobson, 2006), por lo que se
espera que el tratamiento con el scFv modifique el perfil oligomérico de AP
encontrados en este modelo murino.

Dada la naturaleza de las muestras se utilizé un protocolo especial, el cual se tuvo que
estandarizar para permitirnos, de manera reproducible y fiable, visualizar
molecularmente los efectos del scFv-h3D6 en los perfiles oligoméricos de AB en

distintos extractos de diversas areas del cerebro.

R4.2.1.1. Estandarizacion del método de electrotransferéncia e inmunodeteccion
tipo western-blot (WB)

Para estandarizar la técnica se utilizaron muestras de fracciones TBS extracelular del
cortex (CX) de cinco ratones 3xTgAD hembras de 7 meses de edad no tratados,
proporcionados por la Dra. Lydia Giménez-Llort. Estas muestras tedricamente
presentan el péptido AB en diferentes formas de oligomerizacion. Primeramente se
realizé un ensayo WB siguiendo un protocolo canodnico (ver apartado M3.1.3 de
materiales y métodos), utilizando como anticuerpo primario el 6E10, anticuerpo

monoclonal que reconoce todas las formas ApB.
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La sefal que se obtenia de los WB fue de tipo spots irregulares (redondeados), por lo
que se realizé un tratamiento post-transferencia a la membrana, el cual consistié en
calentarla a ebulliciéon durante 7 min. El uso del tratamiento nos permiti6 mejorar
notablemente la senal, siendo ésta de tipo banda definida, tal como se puede apreciar
en la figura R21. Esto es porque el tratamiento térmico permite que en la membrana se
exponga de mejor manera el epitopo de las especies AB al anticuerpo 6E10 (Wiltfang y
col., 1997; Klafki y col., 1996).

A) B)

Figura R21. Senal de especies AB presentes en CX de animales 3xTg-AD de 7 meses de edad. A)
Sin tratamiento de ebullicion a la membrana. B) Con tratamiento de ebullicion a la membrana. La
membrana se calienta a ebullicion por 7 minutos. Titulo del anticuerpo 6E10, 1:500.

El hecho de tener especies AB de distintos tamafios nos planteaba un problema, ya
que posiblemente no todas las especies se transferian de igual forma a la membrana,
considerandose que las especies AR de menor tamano (mondmeros, dimeros o
trimeros) lo hacian mas rapido que las de mayor tamafo. Por lo que tuvimos que
asegurarnos de que todas las especies oligomeéricas presentes en la muestra se
transferian a la membrana, siendo este uno de los puntos mas criticos de la técnica.
Para esto se utilizé una membrana de un tamano de poro de 0.2 ym (Inmobilon®-
PSQ, Millipore) y se ensay6 con un tampén de transferencia que contiene CAPS (10
mM). Es asi que se probaron dos tipos de tampones de transferencia, el canénico Tris-
Glicina y CAPS. La figura R22 presenta eventos de transferencia de una misma
muestra (CX) usando estos dos tampones para poder compararlos y, como podemos
observar, aunque el tampoén Tris-Glicina transfirid las especies monomeéricas,
nonameéricas y dodecaméricas; el uso de CAPS como tampon de transferencia mejoro
la homogeneidad de dicho evento, ya que ademas de las especies oligoméricas
anteriormente mencionadas permitié transferir la APP, lograndose una mejor
representatividad de las poblaciones oligoméricas presentes en la muestra.

Encontrar la especie monomérica del péptido sintético AB1.42 transfiriéndose junto a
oligbmeros de AB de mayor tamafio de las muestras, nos indicd una adecuada
homogeneidad de transferencia independiente del tamafo. Dimeros del péptido AR

han sido reportados y asociados con una fuerte citotoxicidad presente en la
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enfermedad de Alzheimer (Kawarabayaashi y col., 2004; Shankar y col., 2008, 2009;
McDonald y col., 2010), por lo que la ausencia en las inmunodetecciones de estas
especies consideradas LMW hicieron sospechar que éstas, o bien, se encontraban
formando parte de un ensamblaje artefactual asociandose entre ellas o con otras
proteinas originando que se visualizaran con un tamafio superior; o bien que
sencillamente no estuvieran presentes en la muestra o por lo menos a una
concentracion superior al limite inferior de deteccion de la técnica. Con el fin de
descartar que las especies oligoméricas de mediano peso molecular (MMW),
visualizadas hasta ahora, no resultaran ser una asociacién artefactual de oligémeros
de bajo peso molecular (LMW) que no terminan por separarse en una electroforesis
SDS-PAGE normal; se realizd6 en la primera parte de la inmunodeteccién una
separacion electroforética SDS-PAGE con geles conteniendo 8 M de urea. Como se
puede apreciar en la figura R22, los perfiles de separacién con respecto a una SDS-
PAGE sin urea no se alteraron, por lo que, el ensamblaje observado de las especies
oligoméricas MMW se mantenia unido por puentes de hidrégeno resistentes a
condiciones desnaturalizantes (urea y SDS) y no era resultado de asociaciones

artefactuales (Lesne y col., 2006).

Tris-Glicina CAPS
| R - 1 —
B o = — | —— - &

E *
ue) ue) U(+)

Figura R22. Senal de especies AB presentes en CX de animales 3xTg-AD de 7 meses de edad. Se
utilizan dos tipos de tampones de transferencia: Tris-Glicina y CAPS. Geles SDS-PAGE sin urea: U(-);
geles SDS-PAGE con urea: U(+). Las fechas indican las especies AB detectadas: 12 mer (verde), 9 mer
(azul) y 1 mer (negra), asi como sAPPa (morada) y sAPPf (roja). En el primer carril marcado con (*) se
trata del péptido sintético AB142 monomérico. Todas las muestras corresponden a la fraccién TBS del
cortex de ratones hembra 3xTg-AD de 7 meses de edad. La carga de proteina total es de 45 ug para cada
carril. Titulo del anticuerpo 6E10, 1:500.

También se evalud el titulo del anticuerpo, partiendo del titulo del limite superior
propuesto por la casa comercial del anticuerpo (Signet, Covance) que es de 1:1000 y
se encontré mediante una curva estandar del péptido sintético AB+.42, una sensibilidad
de hasta 15 ng y una linealidad de hasta 45 ng, aunque la relacion sefal-

concentraciéon fue todavia buena hasta los 100 ng, concentraciéon donde la senal se
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saturo6 (figura R23.A). Al aumentar el titulo del anticuerpo hasta 1:350 se logré mejorar
la sensibilidad hasta 3 ng y una linealidad hasta 30 ng (Figura R23.B-C) y se visualiz6
que la senal proporcionada por las muestras de CX de ratones de 7 meses en las
distintas fracciones TBS, Tritén y SDS se encontraba comprendida en dicho rango de

linealidad (figura R23.C).
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Figura R23. Curvas patron con el péptido sintético AB1.42. A) Curva estandar del péptido sintético
AB142 en un rango de 15-225 ng. Anticuerpo 6E10, 1:1000. B) Curva estandar del péptido sintético
AB142 en un rango de 4.5-18 ng. Anticuerpo 6E10, 1:350. C) Sefial de las muestras de distintas
fracciones TBS, Tritéon y SDS. Se carga en cada pocillo 45 ug de proteina total dentro de un rango lineal
de deteccion en la curva estandar del péptido sintético AB1.42, donde R1: 30 ng; R2: 18 ng; R3: 4.5 ng y
R4: 3 ng. Anticuerpo 6E10, 1:350.
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R4.2.1.2. Andlisis del perfil de agregacion del péptido AB in vivo y efecto del
scFv-h3D6

Una vez estandarizada la técnica se evalu6 el efecto del scFv-h3D6 en ratones
hembras 3xTg-AD de 5 meses de edad (etapa temprana de la enfermedad de
Alzheimer), asi mismo a modo de control se utilizaron ratones no transgénicos (NTg)
de la misma edad.

Mediante un analisis tipo western-blot, 1o que se encontré6 de manera general en las
diferentes fracciones (TBS, Triton y SDS) fue la presencia de multiplos de oligémeros
triméricos (dodecameros, nonameros, hexameros y trimeros), no asi de especies
diméricas, a pesar de que el anticuerpo utilizado 6E10 es capaz de detectar todas las
formas de AB. Adicionalmente también se detecté la presencia de APP. De hecho,
aunque en menor grado, también se detectaron estos multiplos triméricos en extractos
de ratones NTg, posiblemente por una expresion basal del metabolismo neuronal junto
a alguna reactividad cruzada del mAb 6E10, ya que existen antecedentes de que en
modelos no transgénicos y en pacientes no enfermos de AD también se visualizan,
aunque sea a niveles inferiores, dichas especies (Ma y col., 2007; Larson y Lesné,
2012).

Se realizaron 3 ensayos tipo western-blot que posteriormente fueron promediados con
fines cuantitativos, de tal forma que, en la figura R24.A se muestra de manera
representativa un blot donde se visualiza la deteccion de oligémeros de AR solubles y
de sAPP presentes en extractos extracelulares (fraccidon TBS). En primer lugar es
destacable que la APP de los grupos NTg tiene mayor peso molecular que la
detectada en los grupos 3xTg-AD, los cual concuerda con la formacién de la sAPPa en
los grupos NTg (via no amiloidogénica) y la sAPPB en los grupos 3xTg-AD (via
amiloidogénica). Al comparar cuantitativamente (figura R24.B) el perfil de los
oligobmeros de AB en ratones transgénicos 3xTg-AD con respecto a los ratones NTg
(sin tratamiento), lo que se encontré fue un incremento significativo en los niveles de
especies oligoméricas de AR en extractos de cortex y bulbo olfatorio, por lo que estos
tejidos podrian ser considerados como los blancos de accion del tratamiento.
Particularmente, en el caso de especies dodecaméricas en CX el incremento fue de 4
veces, y en OB de 3 veces. En el caso de las especies nonaméricas en CX dicho
incremento fue de 15 veces y en OB de 2 veces. Para las especies hexameéricas se
incremento 3 veces tanto en CX como en OB. Los niveles alcanzados en estos tejidos
pueden considerarse como los niveles patolégicos en hembras 3xTg-AD de 5 meses
de edad, ya que muestan sintomas de demencia y deterioro cognigtivo (R4.1.). Estos
incrementos no se observaron de manera significativa en los extractos de hipocampo y

cerebelo. Las especies triméricas fueron visualizadas uUnicamente en el cértex de
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ratones 3xTg-AD sin tratar, mientras que el resto de especies fueron observadas en
todas las areas. Adicionalmente se detecto la presencia de APP en todos los extractos
menos en el proveniente de cerebelo.

Asi mismo, en los recuadros discontinuos de la misma figura R24.A se puede apreciar
el efecto del tratamiento en el perfil de oligomerizacién del péptido AB. El perfil de
agregacion se vio modificado en precisamente aquellas areas cerebrales de los
ratones 3xTg-AD que fueron senaladas anteriormente como los blancos de accion del
tratamiento; en contraste con las correspondientes a ratones NTg, donde no se
apreciaron cambios significativos. En el cortex y bulbo olfatorio de ratones 3xTg-AD
tratados, ocurridé una significativa disminucion de especies de AR dodecaméricas,
nonaméricas y hexaméricas hasta niveles considerados como no patoldgicos
(similares a los presentados por las muestras de ratones NTg); de hecho, las especies
trimérica y nonamérica detectadas en el cortex no tratado desaparecieron totalmente.
El hipocampo y el cerebelo no presentaron variacion significativa en el perfil
oligomérico de AB. Adicionalmente, aunque la APP fue detectado en la fraccion TBS
de todos los tejidos de ratones 3xTg-AD, con la excepcion del cerebelo, ésta no se vio

alterada por el tratamiento con scFv-h3D6.
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Figure R24. Inmunodetecciéon y semicuantificacion de los oligémeros solubles de los extractos
extracelulares de hembras no transgénicas (NTg) y triple transgénicas (3xTg-AD) de 5 meses de
edad. Se analizan los extractos extracelulares de diferentes regiones cerebrales (HC, hipocampo; CX,
cortex: OB, bulbo olfatorio y CR, cerebelo) de animales tratados intraperitonealmente (I.P.) con 85 ug de
scFv-h3D6 (+) y tratados I.P con PBS (-). No se observan cambios en el perfil de agregacion del péptido
AB en el grupo NTg tratado. A) Analisis tipo western-blot (WB). Los perfiles de oligdmeros de AB
solubles extracelulares en CX y OB muestran una clara disminucion en especies de AR trimericas,
hexaméricas, nonaméricas y dodecaméricas en ratones 3xTg-AD tratados con scFv-h3D6, mientras que
en HC y CR no se observan cambios significativos. Las flechas indican la posicion respectiva de la
migracion de mondémeros (1-mer), trimeros (3-mer), hexameros (6-mer), nonameros (9-mer),
dodecameros (12-mer), sAPPa y sAPPB. El péptido sintético humano ABi42 (hABs2) es usado como
control positivo y referencia interna: 4.5 ng (carril izquierdo). La proteina total aplicada en cada carril es
de 120 ug. B) Semicuantificacion de especies oligoméricas de AB. La grafica muestra el promedio de
la cuantificacion de especies oligoméricas de A solubles extracelulares de 3 experimentos WB con sus
respectivas desviaciones estandar (+ SD). El andlisis es normalizado mediante la concentracion de B-
actina y semicuantificado con respecto a la sefial de dos referencias internas: 4.5 y 18 ng de hABa4.. La
concentracion de AB esta expresada en ng/mg de proteina total.
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Debido a que el AB intracelular ha sido propuesto como el responsable de los primeros
sintomas conductuales observados en el modelo 3xTg-AD (Oddo y col., 2003; Billings
y col.,, 2005; Gimenez-Llort y col., 2007; Espafia y col., 2010), las fracciones
intracelulares fueron analizadas por inmunodeteccion WB. Como se puede ver en la
figura R25.A, aunque en la inmunodeteccion intracelular se detectaron APP y especies
oligoméricas de AR tales como: dodecameros y trimeros, no se encontré un cambio
significativo en el perfil de estas especies entre los grupos de ratones 3xTg-AD
tratados y no tratados con el scFv-h3D6. Concretamente, la APP fue visualizada en
hipocampo y cértex, asi como el AB trimérico en los extractos de hipocampo, no se
detectaron especies oligoméricas de AB hexaméricas, nonaméricas en ninguna de las
muestras; adicionalmente de manera tenue se aprecié la presencia de especies
dodecaméricas en todas las muestras en niveles limites del rango de deteccion de la

técnica. Fue dificil asignar la banda de APP a una variante concreta.

Resultados similares a la fraccién intracelular fueron observados en las
inmunodetecciones de las fracciones de proteinas asociadas a membrana (figura
R25.B), donde la APP fue visualizada tanto en hipocampo como en cértex y una banda
correspondiente a la especie AR dodecamérica se presentd en todas las muestras sin

variaciones significativas entre los diversos grupos.
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Figure R25. Inmunodeteccion de los oligomeros de AR solubles de los extractos intracelulares y
proteinas asociadas a membrana de ratones triple transgénicos de Alzheimer (3xTg-AD) de 5
meses de edad. (A) Extractos de las fracciones intracelulares y (B) fracciones de proteinas asociadas a
membrana de diferentes regiones cerebrales (HC, hipocampo; CX, cértex: OB, bulbo olfatorio y CR,
cerebelo) de ratones triple transgénicos (3xTg-AD), tratados intraperitonealmente (I.P) con 85 ug de scFv-
h3D6 (+) y tratados I.P con PBS (-). Solamente APP vy las especies AB dodecaméricas y triméricas son
detectadas en las fracciones intracelulares y, en las fracciones de proteinas asociadas a membrana solo
se detecta APP y la especie AR dodecamérica. Es dificil de interpretar a qué forma de APP corresponden
ambos casos. No hay cambios en el perfil de agregacion AR en ratones 3xTg-AD bajo el tratamiento. Las
flechas indican la posicion respectiva de la migracion de monémeros (1-mer), trimeros (3-mer),
nonameros (9-mer), dodecameros (12-mer) y APP. El péptido sintético humano AB1.42 (hAB42) es usado
como control positivo y referencia interna: 4.5 ng (carriles laterales). La proteina total aplicada en cada
carril es de 120 pg.
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Adicionalmente, con el fin de comparar el perfil AR presentado por los ratones 3xTg-
AD de temprana edad (5 meses) con perfiles de ratones envejecidos, y en
colaboracién con la Dra M.A. Baltrons, se realizé una inmunodeteccion usando
muestras homogenadas de ratones de 10 meses de edad, y lo que se encontré es un
perfil oligomérico muy distinto, en el sentido de que solamente fueron detectadas,
especies diméricas en todas las muestras (figura R26). Por lo que, se descart6 la baja
inmunoreactividad del anticuerpo por especies diméricas, sirviendo ademas como
marco de referencia para apoyar la teoria de la no presencia de especies diméricas

en la via no fibrilar trimérica de la etapa preclinica de AD (Larson y Lesné, 2012).

2 e~ "
1 mer-—+

Figure R26. Inmunodeteccion de los oligdmeros de AR solubles de extractos homogenados de
ratones triple transgénicos de Alzheimer (3xTg-AD) de 10 meses de edad. Se detectan Unicamente
especies diméricas en todas las muestras. El péptido sintético humano AB1.42 (hAB42) es usado como
control positivo y referencia interna: 4.5 ng (primer carril). La proteina total aplicada en cada carril es de
120 pg.

R4.2.2. Efecto del scFv-h3D6 sobre las concentraciones de clusterina (apoJ) y
apoE en ratones 3xTg-AD

Existen diversas evidencias que relacionan la presencia y participacion de la clusterina
(apod) y la apoE en la formacion y aclaramiento de fibras A amiloides, siendo incluso
consideradas como factores de riesgo de la enfermedad de Alzheimer (AD) (Calero y
col., 2000; Narayan y col., 2011). Por tal motivo, y con el fin de tener otro marcador de
evaluacion en la eficacia del tratamiento con el scFv-h3D6 y poder comparar mejor los
resultados obtenidos por la técnica de western-blot, se realizé6 una cuantificacion de
apodJ y apoE presente en la fraccién TBS extracelular mediante un inmunoensayo tipo
ELISA, cuyos resultados se pueden visualizar en la figura R27. Lo que observamos es
que, en términos generales, los niveles de clusterina se incrementaron en
practicamente todos los tejidos de las areas analizadas de los ratones 3xTg-AD sin
tratamiento con scFv-h3D6 (-), con respecto al grupo NTg(-). Aunque hay que aclarar
que este incremento, solo resultd significativo para el cértex (CX), que llegé a
incrementarse hasta 2.8 veces; considerandose estos niveles como los patoldgicos
(figura R27A).
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En el caso de la cuantificacion de apoE (figura R27B), lo que podemos apreciar es que
en ratones 3xTg-AD(-), comparados con ratones NTg(-), no hubo diferencias
significativas en los niveles presentes en los tejidos de las areas del bulbo olfatorio
(OB) y cerebelo (CR), pero si que ocurrié un incremento significativo en los niveles
presentes en las areas del cértex (CX, 1.8 veces) y del hipocampo (HC, 1.7 veces);
considerandose estos niveles como patolégicos. Los niveles de apoJ y apoE que
presentan los ratones NTg son basicamente los mas bajos por lo que pueden ser
considerados como los niveles no patolégicos.

Al evaluar el efecto del tratamiento con scFv-h3D6 (+) en ratones NTg, lo que pudimos
notar es que no provoca diferencias significativas, con respecto a los ratones NTg no
tratados (-), tanto en los niveles de apoJ como de apoE. Dado que los ratones NTg no
presentan niveles patoldgicos, la accion del scFv fue practicamente nula. Al evaluar el
tratamiento en ratones 3xTg-AD, lo que se observd es que no hubo efectos
significativos en los niveles de apoJ presentes en los tejidos de HC, OB y CR, ni de
apoE presente en OB y CR. Pero si hubo un marcado efecto en los niveles de apoJ
presente en CX y de apoE presente en CX e HC, justo los anteriormente considerados
como tejidos blancos. Dicho efecto se observd como una disminucion significativa de
la concentracién de apoJ y apoE hasta los niveles presentados por el grupo de ratones

NTg, considerados como no patoldgicos.
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Figura R27. Concentracion de clusterina (apoJ) y apoE en extractos extracelulares de TBS
determinado mediante ELISA. Las muestras provienen de los siguientes grupos de ratones: no
transgénico sin tratamiento con scFv-h3D6 (NTg(-)); no transgénico con tratamiento (NTg(+)); triple
transgénico de Alzheimer sin tratamiento (3xTg-AD(-)), triple transgénico de Alzheimer con tratamiento
(3xTg-AD(+)). Las areas del cerebro estudiadas son: hipocampo (HC), cértex (CX), bulbo olfatorio (OB) y
cerebelo (CR). La barra de error muestra sus respectivas desviaciones estandar (+ SD), con n=5. Se
utilizé el método estadistico de Mann-Whitney U; *p<0.05 con respecto a NTg(-); #<0.05 con respecto a
3xTg-AD(-).
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R5. Rediseno del plegamiento del scFv-h3D6

En el grupo de investigacion se cuenta con un modelo tridimensional del scFv-h3D6
(figura 119.B de la introduccién; Marin-Argany, 2009, 2013; Rivera-Hernandez y col.,
2013). Examinando el modelo tridimensional se obtuvieron parametros a considerar,
tales como la exposicion de los residuos al solvente mediante DSSP (Definition of
Secondary Structure of Proteins, given a set of 3D coordinates), asi como las
distancias e interacciones entre residuos mediante PYMOL; que permitieron definir
qué residuos presentan interacciones que no deberian modificarse (bien porqué
forman parte de nucleos hidrofébicos, o porqué son interacciones intra- y/o
interdominio estabilizadoras) (Marin-Argany, 2013). En contraparte, se determiné qué
residuos presentaban interacciones poco favorables, en cuanto a la estabilidad de las
estructuras secundarias y/o del empaquetamiento terciario de las que forman parte,
siendo estos residuos candidatos a ser sustituidos. De igual forma, se realizé un
alineamiento multiple con 24 secuencias de moléculas de scFv depositadas en el PDB,
que permitio determinar el grado de conservacion en cada posicion. Por otro lado,
mediante el algoritmo TANGO (Fernandez-Escamilla y col., 2004; Linding y col., 2004)
se determinaron a nivel de residuo las regiones con mayor tendencia a la agregacion;
encontrandose cuatro regiones: Vy A88-V93, Vy T107-V111, V, L47-V51 y V| V85-
W89) (figura R28: regiones de color magenta; figura A5, de anexos) (Marin-Argany,
2009, 2013).

Ademas de las consideraciones anteriores, es importante sefalar que: i) por un lado la
secuencia del scFv-h3D6 deriva del anticuerpo completo h3D6.v2 humanizado
(W02006066171), siendo importante el conocimiento de la secuencia original antes de
la humanizacion del anticuerpo para usarlos como posibles sustitutos en las
mutaciones vy; ii) que las regiones CDR no pueden ser modificadas, dado que en ellas
radica el reconocimiento del epitopo.

Como se ha mencionado en el apartado R3.3, el dominio con menor estabilidad
termodinamica es el dominio V|, siendo por tanto el dominio mas susceptible a realizar
un redisefio que permita mejorar su plegamiento, y por ello realizamos 5 mutaciones.
Adicionalmente, se estudid una mutacion que en teoria estabiliza el dominio V.

Las mutaciones elegidas en el dominio V| fueron: V -L9S (cadena-f A, FRL1), V.-
Y49T (cadena-B C’, FRL2) y tres elongaciones del C-terminal (V -el-R108G, V -el-
R108 y V. -el-R108T109; cadena-B G, FRH4). La mutacién adicional realizada en el
dominio Vyfue: Vu-V89N (cadena-B F, FRH3) (figura R28).
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Figura R28. Localizacion de las mutaciones en el modelo tridimensional del scFv-h3D6. La mutacion
Vh-V89N (color azul) se localiza en la cadena-$ F del dominio Vy; Las mutaciones V -L9S (color verde) y
V-Y49T (color rojo) se localizan en la cadena- A y cadena-B C’ del dominio Vi, respectivamente. Las
mutaciones de elongaciéon del C-terminal (V. -el-R108G, V_ -el-R108 y V. -el-R108T109; color gris) se
localizan en la cadena-B G. Dominio Vu: color gris claro; dominio V: gris oscuro. Regiones con alta
tendencia a la agregacion obtenidas por TANGO: color magenta. Adaptado del modelo tridimensional del
scFv-h3D6 realizado por Marin-Argany (2009, 2013) y Marin-Argany y col. (2011).

En el primer mutante del dominio V| (V.-L9S), la leucina, un aminoacido alifatico
bastante hidrofébico que no ha sido modificado por la humanizaciéon del anticuerpo,
presenta un alto grado de exposicion al solvente (con un valor de DSSP de 76) sin
presentar ningun tipo de interaccién hidrofébica que compense tal exposicion. Este
residuo no se encuentra en ninguna de las regiones predichas con alta tendencia a la
agregacion, y nuestra hipotesis fue que su mutacion podria aumentar la solubilidad del
plegamiento global. Ademas, el alineamiento mdultiple mostré que en esa posicion
existe una frecuencia de 10G, 9S, 2D, 1A, una deleccién y nuestro residuo de leucina.
Aunque la glicina es el residuo mas frecuente en este alineamiento, se descartdé por
resultar una mutacion desestabilizante en una cadena- debido a su alta flexibilidad,
eligiéndose como opcién mas plausible a la serina (el segundo aminoacido mas

frecuente en el alineamiento), que ademas de ser un aminoacido polar sin carga, y por
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lo tanto acomodable a una alta exposicién al solvente, no desestabiliza la estructura de
cadena-f.

La eleccion del mutante V -Y49T se debe a, que se encuentra en una region con alta
tendencia a la agregacion (region Vi L47148Y49), muy enterrada y que comprende el
inicio del CDRL2, ademas del FRL2. Una vez descartados los residuos del CDRL2, se
eligié el residuo con un DSSP mayor (8). Debido a que este residuo es muy importante
para la interaccion entre los dominios del scFv (interficie de los dominios Vy y V), se
considerd realizar la mutacidon con un residuo de caracteristicas parecidas,
especialmente la presencia del hidroxilo, por lo que se eligi6 a la treonina.

La mutacioén realizada en el dominio Vi (Vy-V89N) también se encuentra en una region
con alta tendencia a la agregacién (Vy A88-V93), igualmente muy enterrada y cercana
a un CDR; lo que limité las opciones para realizar la mutacién, eligiéndose al residuo
menos enterrado (Vy-V89) con un DSSP de 15. El residuo en esta posicion antes de la
humanizaciéon era una leucina, pero se descartd por aumentar la tendencia a la
agregacion. Finalmente se eligié a la asparagina que segun la prediccion por TANGO
la disminuye.

Mencionar que las mutaciones realizadas en las regiones con alta tendencia a la
agregacion (Vu-V89N y V-Y49T) son de prondstico reservado en cuanto el efecto que

puedan tener sobre la estabilizacion de la molécula.

Por otro lado, examinando graficamente la estructura en el modelo se encontré que la
finalizacion del C-terminal en la molécula, que corresponde a VL-K107, aun pertenece
a la cadena- G. Por tanto, las cadenas laterales de los residuos V,-E105 y V| -K107,
situadas en el mismo lado de la cadena- G, establecen una interaccion electrostatica
(figura R29). Esta interaccién no se realiza correctamente, ya que, a modo de ejemplo,
la distancia entre el grupo amino del C-terminal (V -K107-NZ) y el grupo carboxilo del
antepenultimo residuo (V.-E105-OE1) es de 9.1 A. Ello es indicativo de un
debilitamiento en la interaccion entre las cadenas laterales de dichos residuos. Nuestra
hipétesis inicial fue que la presencia de la carga negativa del C-terminal podria estar
atrayendo a la cadena lateral de V| -K107, ya que la distancia entre V -K107-OXT y V-
E105-OE1 es de solo 4.9 A (figura R29).

En resumen, la hipotesis que se intenta probar es que el efecto de OXT107-O
debilitaba la interaccion entre V -K107 y V -E105, ocasionando una desestabilizacion
del final de la cadena-f G. En base a esto, y con el fin de eliminar el efecto del
OXT107-0, se decidid extender la cadena principal del C-terminal mediante la adicion

de un residuo pequefio y neutro como la glicina, generando una forma mutante
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denominada C1 (V_-el-R108G) que tentativamente estabilizaria y reforzaria el
empaquetamiento del extremo C-terminal de la cadena-8 G.

Ademas, a partir del alineamiento multiple se observé que 16 de estas secuencias
acababan con el mismo residuo en el C-terminal (V. -K107) que el scFv-h3D6 (de
hecho, se eligid esa posicion como C-terminal cuando se disefd la molécula debido a
que es la mas frecuente en scFvs); 6 secuencias presentaban una arginina adicional
(VL-R108) y, 2 secuencias terminaban con dicha arginina mas una treonina (V -T109),
y se decidié generar las formas mutantes denominadas C2 (V.-el-R108) y C3 (V -el-
R108T109).

/| C-tarminal Vi-K10T-NZ

VE105.0E1 .~ +Ags
18k

Figura R29. Detalle del extremo C-terminal en el modelo tridimensional del scFv-h3D6. Regiones
azules: CDRs; regiones negras: conector flexible; residuos amarillos: puentes disulfuro; residuos rojos: Trp.
La ampliacion muestra las principales interacciones entre los residuos V(-E105 y V -K107, asi como el
efecto del OXT107-0O. Reproducido de Rivera-Hernandez y col. (2013).

R5.1. Clonacion de las variantes proteicas de scFv-h3D6

El trabajo de clonacién y obtencién de mutantes ha sido realizado en estrecha
colaboracién con dos compafieros de grupo: los mutantes de las regiones con alta
tendencia a la agregacion (Vy-V89N y V| -Y49T) con Marin-Argany (Marin-Argany,
2013) y los mutantes de extension (C1-C3) con Blasco-Moreno (Blasco-Moreno, 2010;
Rivera-Hernandez, 2013), siendo el mutante que pretende aumentar la solubilidad (V.-
L9S) exclusivo de este trabajo, al igual que ocurre con la caracterizacion biofisica

profunda de los mutantes de extension y de solubilidad.
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Para introducir las mutaciones mencionadas en el apartado anterior, en el grupo de
investigacion se disefiaron los oligonucledtidos mutagénicos que se muestran en la
tabla R4 para amplificar y modificar el gen sintético scFv-h3D6 mediante el protocolo
de QuikChange™ (Blasco-Moreno, 2011; Marin-Argany, 2013; Rivera-Hernandez y
col., 2013). Para las mutaciones internas se utilizé como molde el plasmido pETtrx1a-
scFv. Mientras que las extensiones se realizaron sobre el plasmido pCri5(a)-scFv. Esta
diferencia se debe Unicamente a que se utilizd el vector de expresion con el que se
estaba estandarizando la purificacion y la caracterizacion del scFv-h3D6 WT (wild-type)

en el momento de realizar dichos mutantes.

Tabla R4. Mutaciones realizadas y secuencias de los primers utilizados. Fw: Forward. Rv: Reverse.

Mutaciones
Vu-V89N Fw 5" GAAGATACCGCGaacTATTATTGCGTGCGTTATGATC 3’
Rv 5" ATAACGCACGCAATAATAgttCGCGGTATCTTCGGCACG 3’
V-L9S Fw 5" GATGACCCAGAGCCCGtcGAGCCTGCCGGTGACCCC 37
Rv 5" GTCACCGGCAGGCTCgaCGGGCTCTGGGTCATCACC 3’
V-Y49T Fw 5" CGCAGCGCCTGATCacTCTGGTGAGCAAACTGGATAGC 3’
Rv 5" CCAGTTTGCTCACCAGAgtGATCAGGCGCTGCGGGC 3°
C1 Fw 5" CAAAGTGGAAATCAAAggtTAATAAGCGGCCGCACTCGAG 3°
(V.-el-R108G) Rv 5" AGTGCGGCCGCTTATTAaccTTTGATTTCCACTTTGGTGC 3’
C2 Fw 5" CAAAGTGGAAATCAAACgtTAATAAGCGGCCGCACTCGAG 3°
(VL-el-R108) Rv 5" AGTGCGGCCGCTTATTAacgTTTGATTTCCACTTTGGTGC 3’
C3 Fw 5" AAGTGGAAATCAAAcgtaccTAATAAGCGGCCGCACTCGAG 3’
(V.-el-R108T109) Rv 5" TGCGGCCGCTTATTAggtacgTTTGATTTCCACTTTGGTGC 3’

Dado que el sistema QuikChange™ permite amplificar todo el plasmido, como
podemos ver en la figura R30, los productos de PCR resultantes presentan un tamano
de 6.5 kb y 7.6 kb, para pETtirx1a y pCri5(a) respectivamente. Como parte del
protocolo del sistema QuikChange™, después de realizar un tratamiento con Dpnl
para la eliminacién del DNA molde, se transformaron los productos de PCR en la cepa

de E.coli XL10Gold. Posteriormente se obtuvo el DNA plasmidico de dos clones por
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mutante y se confirmaron las mutaciones por secuenciacion (Blasco-Moreno, 2011;
Marin-Argany, 2013).

kb 1 kb 2 3

8
G

8
;_—
—
m—

Figura R30. Productos de PCR obtenidos por QuikChange™. Amplificaciones efectuadas en el
plasmido pETtrx1a de 6.5 kb: carriles 1 al 3. Amplificaciones efectuadas en el plasmido pCri5(a) de 7.6 kb:
carriles 4 al 6. Vy-V89N: carril 1; V-L9S: carril 2; V -Y49T: carril 3; C1 (V.-el-R108G): carril 4; C2 (V. -el-
R108): carril 5; C3 (V.-el-R108T109): carril 6. Gel de agarosa al 0.7%.

it

Al quedar demostrado que la expresion de la proteina WT en la construccion pCri5(a)
daba lugar a un alto porcentaje de proteina soluble de conformacion no nativa, se
decidié realizar la expresién con el plasmido pETtrx1a, ya que nos permitié obtener
mejores rendimientos de proteina nativa (ver apartado R2.3). De tal forma, que las
mutaciones de elongacion C-terminal tuvieron que ser subclonadas en dicho plasmido.
Para esto, se realizaron cortes de restriccion con Xhol y Ncol tanto para la liberacion
del inserto del scFv-h3D6 (750 pb) con las mutaciones incorporadas, como para dejar
compatibles los sitios cohesivos en el plasmido receptor (pETtrx1a, 5635 pb). Los
insertos con las mutaciones incorporadas, fueron ligados al plasmido pETtrx1a.

Finalmente, mediante una caracterizacion molecular con cortes de restriccién que
flanquean los insertos (figura R31) y una nueva secuenciacién del DNA, se verificé el

buen estado y la presencia de los insertos en las nuevas construcciones plasmidicas.

34 567891011

o« T
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Figura R31. Caracterizacion de las construcciones pETtrx1a con las mutaciones incorporadas. V-
V89N: carriles 1y 2; V-L9S: carriles 3 y 4; V| -Y49T: carriles 5 y 6; C1 (V.-el-R108G): carriles 7 y 8; C2
(VL-el-R108): carriles 9 y 10; C3 (V.-el-R108T109): carriles 11 y 12. Digestién con Xhol y Ncol: carriles
impares. Vectores sin digerir: carriles pares. Gel de agarosa al 1.2%.
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La expresién y purificacion de las variantes proteicas se realizd siguiendo la
metodologia estandarizada descrita en los apartados R1 y R2. De tal forma que todas
las variantes proteicas fueron expresadas como proteinas de fusidén a Trx y después
del procesamiento de la proteina y purificacion por CEx se obtuvieron las formas
nativas de todos los mutantes. Los rendimientos globales de purificacion obtenidos

para las variantes proteicas son muy parecidos a los obtenidos para el WT (~3 mg/L).

Las variantes proteicas Vy-V89N y V| -Y49T fueron purificadas y caracterizadas por
Marin-Argany (Marin-Argany, 2013), su incorporacion a la presente tesis obedece a
que los resultados obtenidos de dichas variantes son interesantes y permiten la

generacion de una discusion mas completa.

R5.2. Estructura secundaria, desnaturalizacion y estabilidad quimica de las
variantes proteicas de scFv-h3D6

Como fue descrito en el apartado R3.1.2, la estructura secundaria del scFv-h3D6 WT
nativo presenta un plegamiento tipico de las inmunoglobulinas, aunque con la
particularidad de la presencia de un minimo a 230 nm y un codo positivo a 237 nm;
atribuibles a la contribucion del entorno hidrofébico de los triptéfanos de los nucleos
hidrofébicos de los dominios Vg (W36) y V. (W35), respectivamente. En la figura R32,
podemos observar en general que los espectros de CD de las variantes proteicas, a
excepcion del mutante V| -Y49T que parece estar fuertemente desestabilizado,
presentaron ligeras variaciones en los espectros con respecto al WT. Los mutantes V-
V89N y V|-L9S presentaron un espectro de CD casi idéntico al WT; en contraste, la
mutacién V -Y49T indujo una notable disminucion del minimo local a 230 nm, asi como
un ligero desplazamiento del minimo de 218 nm hacia el azul. Las variantes de
elongacién del C-terminal (C1, C2 y C3) indujeron a un ligero aumento o acentuacion
del mismo minimo local (230 nm). Plausiblemente estos efectos estén relacionados a
cambios en el empaquetamiento del dominio V., sugiriendo una mejoria en las

variantes de elongacién. No se observaron claras diferencias a 237 nm (no mostrado).
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Figura R32. Espectros de CD UV lejano a 25°C de las variantes proteicas de scFv-h3D6. Espectro
azul: Vu-V89N; espectro verde claro: V(-L9S; espectro rojo: V. -Y49T; espectro gris oscuro: C1 (V -el-
R108G); espectro gris: C2 (V_-el-R108); espectro gris claro: C3 (V.-el-R108T109) y espectro negro: WT.
Las unidades de elipticidad estan normalizadas y expresadas en términos de MRE (deg cm™? dmol™). La
concentracion de todas las proteinas analizadas es de 20 pM.

Por otro lado, como se describe en el apartado R3.2.2, la desnaturalizacion quimica
del scFv-h3D6 WT (en funcién del desplazamiento hacia el rojo del maximo de emision
del espectro de fluorescencia de Trp), es un proceso de 3 estados que por lo tanto
involucra dos transiciones de desplegamiento, donde ademas de los estados plegado
y desplegado, se forma un estado intermediario (compuesto del dominio V|
desplegado y el dominio Vy plegado, segun apartado R3.3).

En la figura R33 se muestra las curvas de desnaturalizacion quimica tanto del scFv-
h3D6 WT, como de sus variantes proteicas. Lo que podemos observar de forma
general es que, aunque todas las variantes proteicas presentaron cambios en la curva
de desnaturalizacién quimica, especialmente las variantes V4-V89N y V -Y49T, aun se
conservo la forma de ésta con respecto al WT; indicandonos que el proceso de
desnaturalizacién quimica sigue presentando un estado intermediario.

Como se puede ver en la figura 33.A-B, la variante Vy-V89N, la cual ya se sabia que
era una mutacién comprometida, presenté una desnaturalizacidon quimica con una
segunda transicion muy modificada, en el sentido que el plegamiento del dominio Vy
se encontré severamente desestabilizado, requiriendo una menor concentracién del
agente desnaturalizante para desplegarlo; en contraparte, la primera transicion, que
corresponde al desplegamiento del dominio V|, no se vio alterada.

Las variantes correspondientes del dominio V. modificaron en diferente grado la
primera transicion, correspondiente al desplegamiento de dicho dominio. La segunda
transicion, atribuida al desplegamiento del dominio Vy, practicamente no se vio

modificada para ninguna de estas variantes proteicas, necesitando en todos los casos

141



Resultados

concentraciones mayores a 8 M de urea para el total desplegamiento de la molécula.
En ese sentido, podemos observar en las figuras R33.A,C-D, que las mutaciones
localizadas mas internamente en el dominio V. (V.-L9S y V.-Y49T), provocaron un
desplegamiento temprano de dicho dominio en comparacion con el WT, requiriendo
menores concentraciones del agente desnaturalizante (urea) para lograr su
desplegamiento, lo que indica que estas dos mutaciones son desestabilizadoras; ello
es especialmente cierto para la variante V -Y49T, que disminuyo tanto la estabilidad
intrinseca del dominio como la estabilidad de la interficie interdominio, como se
comentara en el apartado D4 de la discusiéon. En cambio, como podemos ver en las
figuras R33.A, E-H; las variantes de elongacion del C-terminal ocasionaron en
diferente grado (en forma progresiva a la elongacién: C1, C2 y C3, respectivamente),
un retraso de la primera transicion de desplegamiento, y por tanto una estabilizacion

del plegamiento del dominio V,.
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Figura R33. Desnaturalizacion quimica de las variantes proteicas de scFv-h3D6. El maximo de
emision del espectro de fluorescencia de Trp graficada en funcién de la concentracion de urea. A) Curvas
de desnaturalizacion quimica de las variantes proteicas. El proceso de desnaturalizacién quimica
involucra dos transiciones comprendidas en las regiones de 2-4 M urea y de 6-8 M urea para el
desplegamiento de los dominios V| y VH, respectivamente. El plateau en la region de 4-6 M urea es
indicativo de la presencia de un estado intermediario. B-G) Comparacion del ajuste de las curvas a 3
estados de las variantes proteicas con respecto al WT. Negro. B) V4-V89N. Azul. C) V.-L9S. Verde. D)
V.-Y49T. Rojo. E) C1 (V.-el-R108G). Gris oscuro. F) C2 (V_-el-R108). Gris. G) C3 (V_-el-R108T109). Gris
claro. H) Amplificacion de la primera transicién de las variantes de elongacién del C-terminal. Ajuste
negro: WT; ajuste gris oscuro: C1 (V_-el-R108G); ajuste gris: C2 (V_-el-R108) y ajuste gris claro: C3 (V_-el-

R108T109).
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Como se puede apreciar en la tabla R5, se obtuvieron los parametros termodinamicos
de las variantes proteicas mas estables, mediante un ajuste de las curvas. Si bien, la
variante C1 presenté un desplegamiento del dominio V| similar con respecto al WT, al
analizar sus parametros se encontrd que presenta un ligero aumento en la estabilidad
termodinamica (AG~ 1.7 KJ mol™”). Este efecto estabilizador es mas evidente en las
variantes C2 (AG~ 3.0 KJ mol™") y C3 (AG~ 5.1 KJ mol™) que requirieron ademas una
mayor concentracion de urea para el desplegamiento del dominio V| (figura R33.H y
tabla R5).

Tabla R5. Ajustes de la curva de desnaturalizacion quimica en el equilibrio de las variantes
proteicas de scFv-h3D6, mediante un modelo matematico de tres o dos estados. El ajuste mediante
el modelo de tres estados, maneja el proceso de manera global (0-9.2 M urea). El ajuste mediante el
modelo de dos estados, maneja el proceso de manera parcial, tratando individualmente las dos
transiciones (0-5.5 M de urea y 5-9.2 M de urea). Las unidades de AG estan dadas en KJ mol™; para m
entre estados, en KJ mol” M; para [D] entre estados, en concentracion molar (M) de urea en el 50% de
la transicion. N = estado nativo; | = estado intermediario; U= estado desplegado.

Parametros Primera transicién Segunda transicién
Variante, modelo AGN [D]in mi.N AGy. [Dlua muy.i
matematico

WT
Tres estados 19.3 +£0.7 2.76 7.0+0.3 36.9+5.7 7.10 52+0.8
Dos estados 19.7 £0.7 2.78 7.1+0.3 32.0%4.2 7.11 45+0.6
C1
(VL-el-R108G)
Tres estados 21.0 £0.9 2.96 7.1+0.3 31.1+6.4 6.91 45+0.9
Dos estados 211 £1.0 2.93 72+04 357+ 3.7 7.00 51105
C2
(VL-el-R108)
Tres estados 223 +0.7 3.23 6.9+0.2 36.2+5.8 7.10 51+0.8
Dos estados 225 +0.8 3.21 7.0+0.3 37.7+3.6 7.11 53+0.5
C3
(V.-el-R108T109)
Tres estados 244 +0.5 3.17 7.7+0.2 38.6+3.9 7.28 53+0.6
Dos estados 246 +0.5 3.15 7.8+0.2 36.5+4.8 7.30 5.0+0.6

La cooperatividad de la primera transiciéon (m,.n) en las variantes C1 y C2 se mantuvo
respecto al WT (~7 KJ mol" M™), para la variante C3 existi6 un incremento de la
cooperatividad de ~0.7 KJ mol™" M. El aumento de la estabilidad de las variantes de
elongacién también se vio reflejado en el aumento de los valores de la urea media de

la primera transiciéon ([D].n), donde para C1 se observd un aumento de ~0.2 M, para
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C2 y C3 un aumento de ~0.5 M. Estos datos nos indicaron que la variante mas estable
erala C3 (V.-el-R108T109).

Por otro lado, los parametros termodinamicos determinados en la segunda transicion,
que corresponde al desplegamiento del dominio Vy, tuvieron que ser interpretados de
manera cuidadosa, ya que el desplazamiento hacia el rojo de los maximos de emisién
en esa transiciéon es pequefa (3-4 nm) y el rango de desviacion estandar (SD+) de los
datos es mas alta que en la primera transicion. En base a esto, es muy probable que
no existan diferencias significativas entre el desplegamiento del dominio Vy por parte

de las variantes proteicas de elongacion del C-terminal con respecto al WT.

El aumento en la estabilidad del dominio V| por parte de las variantes de elongacion
del C-terminal, fue también evaluada mediante una cinética de protedlisis con
termolisina en urea a 37°C, en un lapso de tiempo de 32 h. Para esto, se realizd
primeramente una proteodlisis de las variantes de elongacion a 5 M de urea en
equilibrio, que corresponde una concentracion donde la mayoria de la poblacion
proteica tanto el WT como de todas las variantes proteicas de elongacion se

encuentran en el estado intermediario (ver figura R33).

A) B)

kDa Oh 107 30" 1Th 2h 6h 12h 24h 3Zh Oh 10" 30" 1Th Zh Bh 12h Mh 3%

c) D)

kDa Oh 107 30" 1h 2h &h 12h 24h 32h KDa Oh 107 30" th Zh Bh 1Zh 24h Th

Figura R34. Protedlisis limitada con termolisina de las variantes proteicas de elongacién del C-
terminal a 5 M urea y a 37°C. A) scFv-h3D6 WT. B) Variante C1 (V_-el-R108G). C) Variante C2 (V_-el-
R108). D) Variante C3 (V_-el-R108T109). La flecha negra indica la proteina completa no digerida de 26.4
kDa; la flecha roja indica la acumulacién del intermediario de plegamiento de 17 kDa resistente a la
protedlisis.
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Como era de esperar, Los perfiles de protedlisis (5 M de urea) de todas las variantes
de elongacion C-terminal fueron exactamente los mismos que el mostrado por el WT,
siendo necesario menos de 30 min para la protedlisis de la banda de 26.4 kDa;
originando la acumulacién de una unica banda de 17 kDa a las 6 h, correspondiente al

dominio V. plegado (figura R34).

Por otro lado, al observar los parametros obtenidos de la tabla R5, nos dimos cuenta
de que en la primera transicion de desplegamiento existia un aumento en el punto
medio de urea por parte de las variantes proteicas con respecto al WT. Aprovechando
esta situacion, se realizé una protedlisis a 3 M de urea, que aproximadamente
corresponderia la concentracion de urea en el cual la mitad de la poblacién de la
proteina WT presentaria desplegado el dominio V_(ver figura R18.B).

En la figura R35.E se puede apreciar que en el punto medio de urea de la primera
transicién del WT, las variantes proteicas de elongacién presentan gran parte de sus
poblaciones con el plegamiento aun nativo; siendo mas evidente en las variantes C2 y
Cs.

Al analizar mediante SDS-PAGE los perfiles de protedlisis a 3 M de urea (figura
R35.A), podemos visualizar que para el caso del WT se necesité mas de 2 h para la
completa desaparicién de la banda de 26.4 kDa, correspondiente a la proteina entera;
dando lugar en la primera hora, a la acumulacion de una banda de 18.5 kDa, que
posteriormente a las 24 h es desplazada por la acumulacion de una banda de 17 kDa
(dominio Vy plegado, junto a la horquilla BA-BB del dominio V., apartado R3.3). Como
se puede apreciar en las figuras R35.B-D, los perfiles de protedlisis obtenidos por
parte de las variantes de elongacién (C1, C2 y C3) presentaron un retraso general en
la desaparicién de la banda de 26.4 kDa. Concretamente, al graficar el porcentaje de
desaparicién de dicha banda (obtenido por densitometria) con respecto al tiempo, se
observd claramente que las variantes C2 y C3 son las que presentan mayor
resistencia a la protedlisis (figura R35.F), siendo incluso necesarias mas de 6 y 12 h
para la completa desaparicién de la banda, para C2 y C3 respectivamente. Esto es
debido a que la poblacién de proteinas no desplegadas, en equilibrio a 3 M, es mayor
que la del WT; y por tanto, presentan una conformaciéon en donde sus residuos

aminoacidicos son menos accesibles a la digestién por termolisina.

Estos hechos confirman el efecto estabilizador que tiene la elongacion del C-terminal
sobre el dominio V|, siendo de especial interés: la variante proteica C3 (V. -el-
R108T109).
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Figura R35. Protedlisis limitada de las variantes proteicas de elongacion del C-terminal, mediante
termolisina a 3 M urea y 37°C. A) scFv-h3D6 WT. B) Variante C1 (V_-el-R108G). C) Variante C2 (V.-
el-R108). D) Variante C3 (V_-el-R108T109). La flecha negra indica la proteina completa no digerida de
26.4 kDa; la flecha azul indica la acumulacién de una banda de 18.5 kDa; la flecha roja indica la
acumulacién del intermediario de plegamiento de 17 kDa resistente a la protedlisis. E) Punto medio de
urea del WT en la primera transicion de desplegamiento. Circulos rojos: superposicion del punto
medio de urea del WT sobre la curva de desnaturalizacién de las variantes proteicas C1, C2 y C3. Ajuste
negro: WT; ajuste gris oscuro: C1 (V.-el-R108G); ajuste gris: C2 (V.-el-R108) y ajuste gris claro: C3 (V -el-
R108T109).F) Cinética de protedlisis de las variantes proteicas de elongacion del C-terminal, a 3 M
de urea y 37°C. Mismo orden que figura E. La cinética esta dada en términos de desaparicion de la banda
de 26.4 kDa (molécula entera) en un rango de tiempo de hasta 12 h.
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R5.3. Cambios en la via de agregacion inducida térmicamente tras la elongacion
del C-terminal

Una vez visto que la elongacién C-terminal estabiliza el plegamiento del dominio V,, se
analizaron los intermediarios térmicos de dichas variantes proteicas.

A modo de recapitulacion, la caracterizacion térmica del scFv-h3D6 WT (mediante
fluorescencia de Trp, CD, FTIR y protedlisis limitada), nos indic6 que la molécula
presenta una via de agregacion irreversible que se inicia con una reorganizacion
conformacional del estado nativo en torno a los 50°C, dando lugar a la formacion de un
estado intermediario (enriquecido con componentes- de tipo WL) abundante en torno
a los 60°C y, que es completamente diferente al intermediario de desplegamiento
quimico.

Mediante técnicas de CD en el UV lejano y fluorescencia de Trp (figura R36), se
observdé que en todas las variantes de elongacion C-terminal la reorganizacion
conformacional ocurre a temperaturas mas elevadas, respecto al WT; presentando de
forma general un desplazamiento aproximado de ~4°C en sus respectivas T4, (en
términos de transicion conformacional). Esto significa que todas las variantes de

elongacién C-terminal presentaron una clara disminucion en la tendencia a la

agregacion.
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Figura R36. Perfiles térmicos del scFv-h3D6 WT y sus variantes proteicas. A) fluorescencia Trp de
emision a 338 nm. B) Elipticidad a 218 nm. Perfil negro: WT; perfil gris oscuro: C1 (V_-el-R108G); perfil
gris: C2 (V.-el-R108) y perfil gris claro: C3 (V_.-el-R108T109).

Con el fin de estudiar el componente WL en las diferentes variantes de elongacion C-
terminal, se adquirieron espectros de FTIR a diferentes temperaturas y se les realizé
sus respectivas deconvoluciones para la obtencién de las bandas componentes.

Lo que se pudo observar es que a 25°C practicamente no hay diferencias en la
composicion del espectro amida I’ para las diferentes variantes proteicas, con respecto

al WT (tabla R6). Por ejemplo, el componente en hoja-p nativa (1637 cm™) a 25°C,
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tanto para el WT como para todas las variantes de elongacion, se encontré en torno al
65% del area total del espectro (figura R38.A). De igual forma, el resto de los
componentes del espectro (comprendido entre 1700-1660 cm™) no presentaron
cambios significativos, por ejemplo, el componente loop/giros (1659-1663 cm™),
representd alrededor del 26% del area total del espectro para el WT y todas las
variantes de elongacion.

A la temperatura donde inicia la reorganizacion del estado nativo (50°C), la estructura
secundaria fue similar a la presentada a 25°C, tanto para el WT como para las
diferentes variantes proteicas (tabla R6 y figuras R38.A-C). El no encontrar diferencias
en la estructura secundaria a 25 y 50°C en todas las variantes proteicas no es de
sorprender, ya que si consideramos que la técnica de FTIR es una espectroscopia de
baja resolucion y que el tratamiento de datos podria enmascarar pequenas diferencias
en la estructura secundaria; a no ser que las diferencias de sus componentes sean
significativas los cambios en la estructura secundaria no podran ser discernidos.

Como se describe para el WT en el apartado R3.1.3, una vez que la reorganizacion
conformacional da lugar a la formacion del estado intermediario (60°C), se observo
una disminucion del componente en hoja-B nativa a favor de la aparicion de los
componentes-p: WL (componente mayoritario del espectro) y fibras amiloides. A
diferencia de lo observado a 25 y 50°C, en el estado intermediario de las variantes de
elongacién C-terminal, respecto al WT, si existieron cambios en cuanto a la
distribucion de los componentes-f del espectro FTIR; este hecho explica las

diferencias en la tendencia a la agregacién observadas en dichas variantes.

En la tabla R6 y en las figuras R37.B-E y R38, se pueden observar la evolucion de los
componentes-f a lo largo del incremento de la temperatura por parte de las variantes
proteicas, con respecto al WT. Siendo notorio que, a diferencia del estado
intermediario del WT a los 60°C y al renaturalizar (espectro obtenido a 25°C
posteriormente de haber estado la muestra a 60°C), en todas las variantes de
elongacién, la estructura secundaria en hoja-f WL ya no era el componente
mayoritario en el espectro de FTIR. Ocurriendo ademas, una disminucién del

componente fibrilar en hoja-3 amiloide en todas las variantes de elongacion.

En la agregacion de la variante C1 (25°C renaturalizado, figura R37.C y figura R38),
con respecto al WT; ocurrid una disminucion de los componentes WL y amiloide,
manteniéndose constante la proporcion del componente hoja-f nativa.

Donde si existio un aumento en la composicién de hoja-B nativa, es en el agregado de

la variante C2 (25°C Renaturalizado, figura R37.D y figura R38), que ademas presento
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una disminucion de los componentes WL y amiloide mas acusada que la presentada

por la variante C1.
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Figura R37. Deconvoluciéon y comparacion de algunos espectros de FTIR obtenidos del scFv-h3D6
WT y sus variantes proteicas de elongacion del C-terminal. A) WT nativo a 25°C. B) WT
renaturalizado a 25°C. C) C1 (V_-el-R108G) renaturalizado a 25°C. D) C2 (V_-el-R108) renaturalizado
a 25°C. E) C3 (V.-el-R108T1 09) renaturalizado a 25°C. La banda discontinua indica el componente hoja-
B nativa (1637 cm” 61632 cm™ 6 1631 cm™ 6 1630 cm'1). Las bandas negras indican los componentes-3
fibrilares (worm-like, WL: 1626 cm™ 6 1621 cm™ 6 1619 cm™; y B-amiloide: 1616 cm™ 6 1614 cm™ 6 1613
cm'). F) Comparacion de espectros de las variantes proteicas adquiridos a diferentes
temperaturas. Espectro de linea discontinua: WT nativo a 25°C; espectro de linea negra solida: WT
renaturalizado a 25°C; espectro de linea gris oscura: C1 renaturalizado a 25°C; espectro de linea gris: C2
renaturalizado a 25°C; espectro de linea gris clara: C3 renaturalizado a 25°C.
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Tabla R6. Descomposicion del espectro infrarrojo de la region de la banda amida I’, adquirida a

diferentes temperaturas (25°C, 50°C, 60°C y 25°C Re: renaturalizado).

25°C 50°C 60°C 25°C Re
WT Centro Area Centro Area Centro Area Centro Area
(em™) (%) (cm™) (%) (em™) (%) (em™) (%)
Hoja-B antiparalela de alta 1688 2 1689 2 1685 3 1685 2
frecuencia
Giros-B 1674 9 1677 8 1676 3 1672 5
Loopl/giros 1659 22 1662 22 1661 30 1662 17
Hélice-a 1650 7 1653 10
Random coil 1643 7 1645 6
Hoja-B nativa 1637 | 64 1637 | 65 1636 16 1637 19
Hoja-B WL 1627 23 1626 26
Hoja-B Amiloide 1616 10 1616 14
Cadena lateral 16142 | 3 16132 | 3 1607 1 1607 1
25°C 50°C 60°C 25°C Re
C1 Centro Area Centro Area Centro Area Centro Area
(em™) (%) (cm™) (%) (cm™) (%) (em™) (%)
Hoja-B antiparalela de alta 1685 3 1689 1 1685 0 1685 2
frecuencia
Giros-B 1675 13 1678 9 1679 8
Loopl/giros 1663 30 1659 21 1662 16 1667 14
Hélice-a 1653 13 1655 10
Random coil 1643 18 1643 19
Hoja-B nativa 1637 | 66 1637 | 63 1632 23 1632 20
Hoja-8 WL 1623 15 1621 18
Hoja-B Amiloide 1614 5 1614 9
Cadena lateral 1611 | 1 16142 | 2 1607 1 1607 2
25°C 50°C 60°C 25°C Re
C2 Centro Area Centro Area Centro Area Centro Area
(em™) (%) (cm™) (%) (em™) (%) (em™) (%)
Hoja-B antiparalela de alta 1688 2 1683 4 1683 3 1681 5
frecuencia
Giros-B 1678 5 1675 0 1671 14 1669 13
Loopl/giros 1662 26 1663 30 1662 5 1659 8
Hélice-a 1652 20 1652 15
Random coil 1643 12 1643 16
Hoja-B nativa 1637 | 66 1638 | 65 1636 15 1631 23
Hoja-f WL 1627 18 1621 15
Hoja-B Amiloide 1617 11 1614 5
Cadena lateral 16122 ‘ 1 16132 ‘ 1 1607 1 1607 1
25°C 50°C 60°C 25°C Re
C3 Centro Area Centro Area Centro Area Centro Area
(em™) (%) (cm™) (%) (em™) (%) (em™) (%)
Hoja-B antiparalela de alta 1689 2 1689 2 1685 4 1689 1
frecuencia
Giros-B 1677 9 1678 10 1676 7 1679 9
1661 22 1661 23 1666 6 1663 18
Loop/giros 1657 23 1657 2
Hélice-a 1650 5 1648 17
Random coil 1640 18 1640 5
Hoja-B nativa 1637 | 65 1637 | 63 1630° 21 1630° 30
Hoja-B WL 1619° 15 1619° 13
Hoja-B Amiloide 1613° 3
Cadena lateral 16122 | 2 16132 | 1 1608 1 1608 2

a Esta banda, cuantitativamente despreciable, podria deberse también al componente amiloide.

® Estas bandas son dificiles de atribuir, debido a que se encuentran en la frontera entre dos componentes.
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El agregado de la variante C3 (25°C renaturalizado, figura R37.E y figura R38), es el
que presentd la mayor diferencia en cuanto a la distribucion de los componentes-p3.
Concretamente se observé un mayor aumento del componente hoja-f nativa, que las
ocurridas en las variantes C1 y C2; de igual forma, la proporcion de los componentes-f3
WL y amiloide fueron los mas bajo de entre todas las variantes proteicas de

elongacién, indicando una menor agregacion..
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Figura R38. Evolucién de los componentes-f3 de las variantes proteicas, a lo largo de un proceso
térmico. A) Evolucion del componente de hoja-B nativa (1630-1637 cm'1). B) Evolucion del
componente WL (1619-1627 cm'1). C) Evolucién del componente amiloide (1614-1616 cm'1). Rombo
negro: WT; circulo gris oscuro: C1; circulo gris: C2; circulo gris claro: C3. D) Comparacion de los
componentes-B de las variantes proteicas. Barra negra: componente hoja-f nativa; barra roja:
componente hoja-f WL; barra azul: componente hoja- amiloide. Flecha hacia arriba indica incremento
del componente respecto al WT; flecha hacia abajo indica disminucion del componente respecto al WT; el
signo de igualdad (=) indica que no hay variacién respecto al WT. 25°C Re (renaturalizado) significa que
el espectro es obtenido a 25°C posteriormente de haber estado la muestra a 60°C.
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Es de sefalar que en el estado intermediario de todas las variantes de elongacion, los
3 componentes hoja-B (nativa, WL y amiloide) presentaron un desplazamiento del
centro de sus respectivas bandas hacia numeros de onda menores (alrededor de 5
cm™), lo cual podria indicar un aumento en el nimero de puentes de hidrégeno
respecto al WT. Asi mismo, sefalar que en el espectro a 25°C para C3 renaturalizado,
la banda correspondiente al componente amiloide (1613-1614 cm™) fue de dificil
interpretacion debido a ser practicamente despreciable y a que se encontraba en la
frontera entre dos componentes. Esta situacion entre dos componentes también se di6
para el componente WL (1619 cm™), por lo que su asignacién se traté de una

interpretacion a partir de los resultados globales.

Por todo esto, la variante de elongacion C3 (V_.-el-R108T109), que presenta un
aumento del 26% en su estabilidad termodinamica y una disminucion de ~4°C en su
tendencia a la agregacion, es una buena candidata para ser probada a dosis menores
que la forma WT en un sistema murino de AD, o a la misma dosis con la hipdtesis de

obtener un mayor efecto.
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Discusion

El principal objetivo de este trabajo era la obtencidn recombinante de un scFv
especifico contra el péptido A que pudiera ser util como terapia contra la enfermedad
de Alzheimer. Por ello, una vez lo obtuvimos, demostramos su efectividad en un
modelo in vivo de AD y mejoramos el plegamiento de la molécula para que sea aun
mas eficiente. Durante el desarrollo de la tesis, y conforme se alcanzaban los objetivos,

surgieron una serie de situaciones que a continuacion son discutidas.

D1. Expresion en E. coli y purificacidon del scFv-h3D6 WT nativo: relacion de la
actividad chaperona con la solubilidad y la contribucion de los puentes disulfuro
en la estabilidad

Las moléculas de scFv son de dificil obtencién, debido principalmente a la falta de
estabilizacion por parte de los dominios constantes, especialmente C_ y Cy; que
interaccionan mediante un puente disulfuro. Otro de los factores que dificulta la
obtencion recombinante de scFvs en E. coli es |la presencia de un puente disulfuro en
cada uno de los dominios variables (Vy y V.). Por ello, la mayor parte de los scFvs
obtenidos en E. coli han sido expresados mediante phage display y/o secrecion a
periplasma. Aunque el phage display es un método esencial en la obtencién de
librerias de scFvs, no es un sistema 6ptimo para su producciéon recombinante (Martin y
col., 2006). La expresion dirigida a periplasma es, por el momento, la manera mas
frecuente de obtener pequefas cantidades de scFvs funcionales; sin embargo, la
eficiencia del plegamiento en dicho compartimento es altamente dependiente de la
secuencia expresada (Wall y Pluckthun, 1999). Durante los estudios preliminares que
nos llevaron a la seleccion del sistema de expresion de nuestro scFv, no se obtuvieron
resultados satisfactorios y concluyentes en cuanto a los sistemas extracelulares, ya
que no se detecto la secrecidon de la proteina ni al periplasma ni al medio de cultivo,
pero si se observo que la co-expresion en cis en los 3 sistemas probados (mediante el
uso de disulfuro-isomerasas como DsbA, DsbC o de un péptido sefal como PelB)
inducia la lisis celular, hecho que indica una disfuncién probablemente debida a la
secrecion de un plegamiento incorrecto. En E.coli, la oxidacion e isomerizacion de
puentes disulfuro se da en el periplasma por accion de una serie de enzimas
denominados Dsb. Aunque DsbA se ha descrito como el responsable de la oxidacion
de otros scFvs en el periplasma (Jurado y col., 2002), en nuestro caso ni siquiera la

fusioén a dicho enzima con su péptido sefial ha resultado eficiente.
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Por otro lado, sabiendo de los problemas para la obtencién de scFvs con puentes
disulfuro nativos en un ambiente reductor como es el citoplasma bacteriano, en la
expresion intracelular del scFv-h3D6 se utilizdé una cepa defectiva en las reductasas de
las 2 vias de oxidoreduccion principales de E.coli, la via de la tiorredoxina (irxB") y la
via de la glutarredoxina (gor’) (Jurado y col, 2002; 2006); de igual forma se co-expresé
en cis con péptidos o proteinas conocidas como promotoras de la solubilidad. De los
estudios preliminares realizados en el grupo de investigacion se seleccionaron las
fusiones con Trx y NusA, que ademas en la bibliografia ya han sido descritos como
proteinas de fusion que pueden mejorar la solubilidad de moléculas tipo scFv (Zheng y
col., 2003; Jurado y col., 2006; Sun y col., 2012). La co-expresion en cis con ambos
carriers genero proteina insoluble contenida en los cuerpos de inclusion pero, también
fue posible obtener proteina soluble.

Aunque en la literatura existen numerosos casos en los que la fusion a tiorredoxina
(Trx) incrementa el rendimiento de la expresion debido a su actividad chaperona, mas
que a su actividad disulfuroisomerasa (Jurado y col., 2006), lo cierto es que esta
estrategia no es valida para todas las secuencias de scFv. De hecho en nuestro caso,
a pesar de que ciertamente se incrementd la expresion de nuestra proteina, solo fue
posible obtener ~5% de proteina recombinante soluble, encontrandose la mayoria de
la proteina en forma de cuerpos de inclusion. Y dado que en la bibliografia una gran
parte de los scFv expresados intracelularmente se obtienen mediante la solubilizacion
de los cuerpos de inclusion y de su replegamiento, decidimos que para aprovechar la
proteina insoluble disponible, se realizara un replegamiento de dicha proteina. El
replegamiento permitié obtener cerca de 40 mg/L de proteina fusionada, que después
del procesamiento con TEV se redujo a un rendimiento cercano a los 4 mg/L. Aunque
es mucho lo que se pierde al aislar el scFv-h3D6 de la fusidén a Trx, la obtencion de la
forma precursora es cuatro veces mayor que la reportada por Jurado y col. para el
precursor de otro scFv (Jurado y col., 2006), quien no pudo separar su scFv de Trx
con suficiente eficiencia. Paralelamente, la proteina obtenida de forma soluble mostré
una curiosa susceptibilidad proteolitica en el ambiente iénico divalente de la IMAC, que
fue solucionado mediante la adicion de EDTA en los tampones de dicha cromatografia.
Este evento evidencio un problema de plegamiento en la molécula, y de la cual
finalmente se obtuvo un rendimiento ~1 mg/L de proteina madura.

Por otro lado, la co-expresion en cis con NusA, nos permiti6 mejorar notablemente la
solubilizacién de la proteina hasta un 60%, estando en concordancia con reportes
donde se sefala su gran capacidad para aumentar la solubilidad de scFvs, incluso
mejor que la presentada por Trx (Zheng y col., 2003; Sun y col., 2012). Sefalar que la

fusion a este carrier permiti6 que no se presentaran problemas de susceptibilidad
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proteolitica durante el paso de purificacion IMAC, esto posiblemente relacionado mas
con un efecto estérico, dada las dimensiones de NusA (54 kDa), que a un efecto
derivado del correcto plegamiento del scFv. Sefalar ademas que la expresién del scFv
fusionado a NusA presentd un perfil electroforético anémalo, con dos bandas para la
fusidon. Aunque la presencia del doble bandeo en los geles SDS-PAGE ya ha sido
justificado anteriormente como remanentes resultado de una degradacién no deseada
de la proteina fusionada a NusA (Zheng y col.,, 2003), en nuestro caso, dicho
argumento no explica que durante el procesamiento con TEV no se observe un perfil
proteolitico mas diverso que la simple acumulacion de una banda de 26 kDa que
corresponde al scFv y una banda de 54 kDa correspondiente a NusA. De cualquier
forma, la estimacion final de proteina madura obtenida a partir de esta fusién es de 7
mg/L, siendo el rendimiento mas alto registrado hasta el momento en la bibliografia, ya
que el mejor rendimiento para un scFv igualmente obtenido por fusién con NusA era
de 3 mg/L (Zheng y col., 2003).

Es importante sefalar que la mayoria de estos estudios de la bibliografia no han
incluido un analisis exhaustivo de la funcionalidad ni de la calidad de plegamiento de
los scFv obtenidos, y que si bien la solubilidad de una proteina es un pre-requisito para
su correcto plegamiento y funcionalidad que muchas veces se consideran inherentes,
en algunos casos esto no necesariamente se cumple; por ejemplo, se ha reportado
que la capacidad de solubilizacién del carrier NusA es tan grande que una vez que es
eliminada por protedlisis limitada ocurre una agregacion de scFv-A15 o del scFv-E34
(Sun y col., 2012); de igual forma, se ha reportado que el scFv-4D9 conserva su forma
soluble, a pesar de no encontrase apropiadamente plegada y con una alta
vulnerabilidad a la accién proteolitica inespecifica (Zheng y col., 2003). Esta
informacién es mencionada porqué en nuestro caso, contrastando con la relacién
solubilidad y plegamiento nativo, nos encontramos que la proteina de la fraccion
soluble, independientemente si provenia de la co-expresion con Trx o NusA,
presentaba un alto contenido de especies scrambled con puentes disulfuro no nativos
(~70-80%). Las especies scrambled son isébmeros conformacionales producto de la
ausencia o la incorrecta formacion de los puentes disulfuro nativos. La presencia de
estas especies, explica el aumento observado en la tendencia a la agregacién por
parte de estas fracciones. Dicho aumento en la tendencia a la agregacion se debe a
que la poblacién con conformaciones no nativas presenta plegamientos menos
compactos, con residuos hidrofébicos mas accesibles al solvente, y a la
desestabilizacién de los dominios componentes del scFv-h3D6 por la ausencia o la

incorrecta formacion de cada puente disulfuro intradominio, llegando a perder hasta
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~14 KJ mol™ en la estabilidad por dominio afectado (Duan y col., 1994; Ewert y col.,
2004).

La presencia de dichas especies scrambled, es un hecho que generalmente no se
tiene en cuenta en los procesos de obtencién recombinante publicados, y se realizan
determinaciones con muestras que no contienen el 100% de la proteina nativa.
Curiosamente la proteina obtenida por el replegamiento de los cuerpos de inclusion
nos permitid la obtencién de una mayor proporcion de proteina con los puentes
disulfuro nativos (hasta un 80%), siendo éste el método utilizado para la obtencién de
proteina nativa, dado su mejor rendimiento. Este hecho puede ser explicado debido a
que las condiciones de oxido-reduccion in vitro estan optimizadas para la correcta
formacion de puentes disulfuro (Proba y col., 1997; Li y col., 2004; Tsumoto y col.,
2004; Singh y Panda, 2005), cosa que desafortunadamente no ocurre en el citoplasma
de E. coli, aun utilizando cepas deficientes en reductasas y temperaturas bajas de
expresion.

Todas estas evidencias indican que, a pesar del uso de cepas con citoplasma oxidante
y de carriers solubilizadores, el plegamiento de nuestro scFv tiene ciertos
requerimientos que van mas alla de tan solo la solubilizacién, correspondiendo mas
bien a condiciones adecuadas para la correcta formacion de sus puentes disulfuro

nativos.

D2. Panorama conformacional del plegamiento de scFv-h3D6: presencia de
intermediarios termodinamicos y cinéticos

El scFv-h3D6 presenta la estructura secundaria tipica de una inmunoglobulina plegada,
concretamente un andlisis de FTIR determind que la composicion nativa de dicha
estructura presenta un 64% de hoja-B antiparalela, un 22% de giros-, y un 11% de
random coil. De forma paralela se encontré que la estructura secundaria de la proteina
nativa registrada por CD en el UV lejano presenta, ademas del caracteristico espectro
canonico de hoja-B (con un minimo ~215-218 nm y un maximo ~ 200 nm) frecuente en
moléculas scFvs (Martsev y col., 2000; Pedroso y col., 2002; Umetsu y col., 2003), un
peculiar minimo local de elipticidad a 230 nm y una sefnal positiva a 237 nm que son
considerados clasicamente como afectaciones originarias de las contribuciones de
residuos aromaticos y/o cistinil de la cadena polipeptidica (Sreerama y col., 1999). El
minimo a 230 nm de nuestra molécula ya sido descrito para dominios V|,
concretamente a 235 nm, siendo atribuido a la interaccion de los residuos aromaticos
con el residuo conservado Trp35 de dicho dominio (Baden y col., 2008). La sefal

positiva a 237 nm ha sido relacionada con el dominio Vy en el presente trabajo, y en el
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grupo se acaba de demostrar que se debe a un fenomeno similar (Trp 36), y no a la
cadena cistinil, ya que su eliminacion por mutagénesis dirigida no elimina dicha senal
(Montoliu-Gaya, 2013).

Por otro lado, el seguimiento de la desnaturalizacion térmica del scFv-h3D6 por
técnicas espectroscépicas tales como CD, fluorescencia de Trp y turbidimetria;
permitié observar un proceso de agregacion. La tendencia a la agregacién por parte de
este tipo de moléculas ya ha sido multiplemente referenciada, siendo atribuible a las
interacciones intermoleculares de regiones hidrofébicas que puedan quedar expuestas
al solvente (Worn y Pluckthun, 2001; Pedroso y col., 2002; Honegger, 2008). Y si bien,
no se pudieron obtener parametros termodinamicos, ya que la agregacién es un
proceso irreversible y por lo tanto no esta en el equilibrio (Honegger, 2008); si fue
posible de manera cualitativa observar en un espectro de CD en el UV lejano que en el
punto medio de la transicion (60°C) aparece un estado intermediario enriquecido en
componentes-f, con una conformacion similar que la que se encuentra a 90°C. Este
estado intermediario es generado por una reorganizaciéon del estado nativo sin que sea
requerido que la proteina despliegue parcial o totalmente para entrar en el embudo de
agregaciéon desde el embudo de plegamiento nativo. Existe evidencia de mecanismos
de agregacion parecidos que involucran reorganizaciones hacia estructuras cross-§ de
precursores tanto desde el estado plegado, como por ejemplo en el caso de la
microglobulina-B2 (Jahn y col., 2008) como desde estados parcial o totalmente
desplegados, como por ejemplo en el caso de la agregacion de ADA2h (Villegas y col.,
2000; Cérda-Costa y col., 2007). Adicionalmente, un analisis detallado realizado por
FTIR nos mostré6 que la distribucion de los componentes-f en este estado
intermediario inducido por temperatura era mayoritariamente de tipo fibrilar WL (worm-
like), siendo minimo el de tipo fibrilar amiloide. La atribucion de la banda a 1626 cm™
como el componente WL se describié inicialmente para procesos de fibrilacion de una
molécula que presentan el mismo tipo de plegamiento que la nuestra: plegamiento de
las inmunoglobulinas, concretamente la de la microglobulina-B2 (Jahn y col., 2008).
Recientemente, se ha descrito la formacién de fibras WL por parte de plegamientos
que no se corresponden a un todo-, como es el caso de la proteina pridnica de raton
(moPrP) (Jain y Udgaonkar, 2011; Singh y col., 2012). Lo observado en el analisis
FTIR esta en concordancia con el hecho de que este estado intermediario rico en
componentes-B, se acumula de forma independiente a la concentracién proteica,
siguiendo por lo tanto; una cinética no dependiente de nucleacién, que es propia de la
via de agregacion WL (Gosal y col., 2005; Jahn y col., 2008). Asi mismo, esta en
concordancia con un estudio mediante microscopia electrénica (TEM) realizado en el

grupo de investigacion de forma paralela por Marin-Argany (Marin-Argany y col., 2011;
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Marin-Argany, 2013), en el que se visualiza que la incubacion del scFv-h3D6 a 60°C
inicia un proceso de agregacion mediante la formacion de fibras del tipo worm-like
(WL), siendo la fibrilacion WL mas evidente a 90°C (ver figura A2 de anexos).
Mencionar también que en dicho estudio se demostré que el scFv-h3D6 era capaz de
formar un complejo con los oligdbmeros de AR, desviando la ruta citotdxica de fibrilacién
amiloide hacia una ruta no citotéxica de fibrilacion WL y demostrando que la fibrilacion
WL era una propiedad intrinseca del scFv-h3D6 (Marin-Argany y col., 2011).

Cuando se intento caracterizar este intermediario mediante susceptibilidad proteolitica
con termolisina, se encontré que la proteina era digerida sin que hubiera un perfil de
digestién definido, sugiriendo que los dos dominios que componen la proteina (Vg y V.)
presentaban una conformacién que los hace igualmente susceptibles a la protedlisis.
Otros plegamientos similares son conocidos por agregar in vivo formando fibras
amiloides, como es el caso de: i) las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas,
especialmente sus dominios variables (V) (Baden y col., 2008) y de; ii) la
microglobulina-B2, una proteina pequefa de 99 residuos y con una secundaria todo
hoja-B que forma parte del complejo de histocompatibilidad Clase |. De hecho, la
fibrilacion in vitro tipo WL de la microglobulina-B2 se encuentra inducida por
condiciones de alta fuerza iénica y pHs acidos. Por el contrario, la fibrilacion WL en el
scFv-h3D6 se da en condiciones fisiolégicas (PBS) después de la induccién térmica.
Aunque la tendencia general a la agregacién por parte de las moléculas de scFv bajo
una desnaturalizacion térmica ya ha sido previamente reportada en la literatura, esta

es la primera vez que se describe la conformacion de estos agregados.

En contraste con lo ocurrido con la desnaturalizacion térmica, la desnaturalizacion
quimica con urea permitié el desplegamiento total de la molécula sin agregacion.
Debido a que durante el proceso de desnaturalizacion los cambios en la intensidad de
los espectros de emision de Trp pueden incrementarse o disminuirse por un efecto
derivado de la contribucion y compensacion de cada uno de los Trp presentes en la
proteina, se determind que la mejor manera de cuantificar la exposicion al solvente de
dichos residuos era mediante la medicion del desplazamiento hacia el rojo del maximo
de emision de los espectros de fluorescencia Trp, ya que esta ocurre de manera
unidireccional (Jager y Pluckthun, 1999). El proceso de desplegamiento del scFv-h3D6
sigue dos transiciones derivadas de la presencia de 3 estados de plegamiento (nativo,
intermediario y desplegado). La presencia de intermediarios de plegamiento ya ha sido
previamente descrita para otras moléculas tipo scFv (Worn y Pluckthun, 1998; Ramm y
col., 1999; Jagler y Pluckthun, 1999). De hecho, Pluckthun y colaboradores notificaron

que durante el desplegamiento de la molécula del scFv ocurrian tres procesos: la
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disrupcién de la interficie interdominio, la desnaturalizaciéon de un dominio y la
desnaturalizacion del otro dominio; asi mismo, propusieron un modelo donde el
desplegamiento de estas moléculas es secuencial dependiendo de la estabilidad de la
interficie entre dominios y de la estabilidad intrinseca de cada dominio. Asi, este
modelo clasifica a los scFv en cuatro Clases, de entre ellos nuestra molecula cae
dentro de la Clase |, que se caracteriza por presentar grandes diferencias de
estabilidad entre los dos dominios (Vy y V.); de tal forma, que la estabilidad intrinseca
de uno de los dominios es superior a la estabilidad del otro dominio (incluyendo la
contribucién de la estabilidad extrinseca de la interficie). En consecuencia, un estado
intermediario metaestable puede acumularse en el equilibrio y detectarse durante la
curva de desplegamiento (Worn y Pluckthun, 1998,1999, 2001), justo lo que ocurri6 en
nuestro caso.

El scFv-h3D6 contiene cinco residuos Trp, uno por cada nucleo hidrofébico de cada
dominio (Vy-W36 y V| -W35) y tres estan localizados en la interficie interdominio (Vy-
W47, Vy-W103 y V -W89) (figura 119.C de la introduccion). Cuando el dominio menos
estable (V.) se despliega, ocurre ademas la disrupciéon de la interficie; provocando la
exposicion tanto de los residuos de la interficie desaparecida como del residuo del
nucleo hidrofébico del dominio V|, de tal forma, que en la primera transicion se
observa un gran desplazamiento del maximo de emision (13 nm en nuestro caso).
Alrededor de 5 M de urea ocurre la acumulacién de un estado intermediario, que
consiste en el dominio V| desplegado y el dominio Vy plegado. Finalmente durante la
segunda transicion se despliega el dominio mas estable Vy exponiendo el ultimo
residuo Trp del nudcleo hidrofébico y observandose solamente un pequeno
desplazamiento del maximo de emision (4 nm en nuestro caso). La determinacion de
los parametros termodinamicos de la curva de desnaturalizaciéon, permitié conocer que
la estabilidad intrinseca del dominio Vy es de -37 KJ mol™, y que la suma de la
estabilidad intrinseca del dominio V| mas la contribucién de la interficie es de -19 KJ
mol™.

La asignacion de cada dominio para las transiciones observadas durante el
desplegamiento del scFv-h3D6, ha sido corroborada siguiendo la protedlisis del estado
intermediario con la subsecuente secuenciacion N-terminal del dominio resistente a la
protedlisis (Vy). Estando en concordancia con lo observado en los espectros de CD,
donde el minimo de elipticidad a 230 nm, caracteristico de algunos dominios V.,
(Tsybovsky y col., 2007; Baden y col., 2008), va progresivamente desapareciendo
durante la primera transicion; mientras que la sefal positiva a 237 nm desaparece

durante la segunda transicion.
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Los procesos de desnaturalizacién quimica y térmica ocasionan dos intermediarios
perfectamente diferenciables, el primero de ellos, corresponde a un intermediario
termodinamico metaestable reversible, que forma parte de la via de plegamiento del
scFv-h3D6, y muestra susceptibilidad proteolitica por parte del dominio desplegado (V)
(figura D1.A); y el segundo intermediario es de tipo cinético irreversible, ya que se
encuentra fuera de la via productiva del plegamiento nativo al promover agregacion, y
ambos dominios muestran la misma susceptibilidad frente a la protedlisis (figura D1.B).
A pesar de dichas diferencias, existe un acoplamiento entre la tendencia a la
agregacion y la estabilidad termodinamica que relaciona ambos intermediarios, de tal
forma que un incremento en la estabilidad del estado nativo mediante un redisefio
racional puede evitar o disminuir la agregacion (Villegas y col., 2000). Sin embargo lo
contrario no siempre es cierto: aunque la desestabilizacion de un plegamiento facilite
el salto al embudo de agregacion, el residuo desdestabilizante ha de cumplir una serie
de propiedades, especialmente en cuanto a su tendencia a formar estructura 3 y no
contener cargas que pudieran interferir en la formaciéon de dicha estructura (Cerda-
Costay col., 2007, 2009).

Todas estas observaciones, sefalan al dominio V. del scFv como el blanco para el
redisefio de la estabilidad termodinamica de la proteina y de la disminucion en su

tendencia a la agregacion.
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Figura D1. Intermediarios de plegamiento del scFv-h3D6. A) Intermediario termodinamico inducido
quimicamente. Durante el proceso de desplegamiento se da lugar la formacién de una especie
intermediaria (1), que consiste en el dominio V| desplegado y el dominio V4 plegado y que forma parte de
la via productiva de plegamiento. Al final del proceso prevalece la especie desplegada (U). B)
Intermediario cinético inducido térmicamente. El intermediario térmico, que es el precursor de la via de
agregacion WL, se encuentra fuera de la via productiva de plegamiento y presenta una conformacion
global donde ambos dominios (Vn y V) son igualmente susceptibles a la digestion.
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D3. El tratamiento con scFv-h3D6 WT mejora las capacidades cognitivas, elimina
los oligobmeros de AR y restaura los niveles de clusterina y apoE en ratones
3xTg-AD

Recientemente en el grupo de investigacién se ha demostrado que en condiciones
nativas el scFv-h3D6 tiene la habilidad de prevenir in vitro la toxicidad inducida por la
formacion de oligdbmeros de AR en cultivos celulares de neuroblastoma humano. El
mecanismo molecular consiste en el desvié de la ruta de fibrilaciéon del péptido A, por
captura de sus oligdbmeros, hacia la ruta no citotéxica de fibrilacion tipo WL gobernada
por el scFv-h3D6 (Marin-Argany y col., 2011).

Para la evaluacién funcional del scFv-h3D6 in vivo, se probo el potencial terapéutico,
tanto a nivel conductual como molecular, de una unica dosis via intraperitoneal de 85
Mg de la molécula en ratones hembras de un modelo triple transgénico (3xTg-AD) de 5
meses de edad, el cual corresponde a una etapa temprana de la enfermedad (Oddo y
col., 2003). Esta eleccion se debe a varias razones: i) a nivel molecular, el modelo
triple transgénico es el modelo fisiopatolégicamente mas completo existente hasta la
fecha, exhibiendo una aparicion de AB correlacionada con el deterioro cognitivo a
partir de los 4 meses de edad (Oddo y col., 2003; Hall y col., 2012); ii) existen multiples
reportes que indican los ratones hembras exhiben una mejor muestra del deterioro
cognitivo y anomalias conductuales relacionados a la AD (Clinton y col., 2007;
Gimenez-Llort y col., 2007) y; iii) la via intraperitoneal, es una ruta de administracion
de facil translacion a humanos.

En ratones hembras 3xTg-AD jévenes (4-7 meses de edad), las caracteristicas
comunes relacionadas con las primeras anomalias conductuales y sintomatologia
psicologica propia del deterioro cognitivo son: i) deficiencia de la memoria y
aprendizaje a corto y largo plazo e€; ii) hiperactividad en los patrones de nado (en
términos de un aumento de la velocidad (cm/s) de navegacién) en una serie de
pruebas MWM (Morris water maze) (Gimenez-Llort y col., 2007, 2010, 2013; Garcia-
Mesa y col., 2011).

A nivel conductual, el tratamiento con scFv-h3D6 demostré su efectividad al ser capaz
de: i) revertir los patrones de nado de los ratones 3xTg-AD a los valores normales
mostrados por los ratones NTg, asi como; ii) atenuar las deficiencias en memoria y
aprendizaje manifestadas, mejorando las estrategias de busqueda de la plataforma en

las pruebas del laberinto acuatico (MWM) (Gimenez-Llort y col., 2013).

Ante la amplia evidencia de la mala correlacién existente entre la cantidad de
depositos amiloides insolubles y el deterioro cognitivo en humanos (Terry y col., 1991;

Dickson y col., 1995), ademas de los multiples reportes que sefialan a los oligémeros
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de AB solubles como las especies mas citotoxicas y por tanto responsables de la
perdida de la sinapsis y la muerte neuronal. (McLean y col., 1999; Lue y col., 1999;
Cheng y col., 2007; Larson y Lesné, 2012), hoy en dia el papel de estas especies AB
solubles como los responsables de la fisiopatologia de AD esta ampliamente aceptado.
Por ello, es importante desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a la eliminacién de
dichos oligdmeros de AB solubles, especialmente en etapas tempranas de la AD. Con
esa finalidad, el scFv-h3D6 desarrollado en el grupo de investigacion deriva del
anticuerpo monoclonal mAb-h3D6 (también conocido como bapineuzumab) que
reconoce especificamente oligobmeros de AR (Jacobson, 2006; Marin-Argany y col.,
2011). Recordar que bapineuzumab es el mAb que ha llegado a fase lll, y que los
estudios se detuvieron en el afio 2012 por la aparicion de edemas vasogénicos
(Thomas, 2012); también sefialar que somos diversos grupos de investigacion los que
pensamos que utilizar fragmentos de anticuerpos que no contengan la regién Fc, como
es el caso de los scFv, es mas seguro (Wang y col., 2009, 2010; Cattepoel y col.,
2011).

Para comparar el nivel de la extension de los oligémeros de AB en las diferentes areas
del cerebro de hembras jovenes 3xTg-AD y NTg que recibieron o no tratamiento, se
analizaron extractos proteicos de hipocampo, coértex, bulbo olfatorio y cerebelo
mediante una inmunodeteccién tipo western-blot con el anticuerpo 6E10.

Aunque la presencia de especies oligoméricas multiplos de trimeros fue localizada en
practicamente todas las areas examinadas, fue en el cértex y bulbo olfatorio de
ratones 3xTg-AD sin tratamiento donde se manifestaron cantidades mayores de estas
especies. Y es precisamente en dichas areas donde el tratamiento con scFv-h3D6
provoca una marcada disminucién global de los oligdmeros de AB de 12-, 9- y 6- mer,
sin que ocurra un efecto detectable con esta técnica en el perfil oligomérico de AB en

el hipocampo y/o el cerebelo.

Es interesante mencionar que en un estudio paralelo realizado recientemente en
nuestro grupo de investigacion con el modelo 3xTg-AD (hembras de 5 meses de edad),
se demostré que en hipocampo y cerebelo se da una perdida neuronal dependiente
del tipo neuronal y el claro efecto protector de una unica dosis de scFv-h3D6 contra la
muerte neuronal (Esquerda-Canals y col., 2013; Esquerda-Canals, 2013). El estudio
sobre la muerte neuronal en el cortex y el efecto del scFv-h3D6 se encuentra en
progreso. Adicionalmente, se detectd A intracelular por inmunohistoquimica (IHC) en
las cuatro areas estudiadas (hipocampo, cértex, bulbo olfatorio y cerebelo), pero no

placas amiloides por estudiar una fase temprana; y, aun mas interesante, se visualiz6
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el aclaramiento debido a el tratamiento con scFv-h3D6 en todas las areas (Esquerda-
Canals, 2013).

Las diferentes cargas amiloides del cortex y el bulbo olfatorio descritas por WB en esta
tesis ya habian sido descritas anteriormente en la literatura (Hedberg y col., 2010), en
concordancia con una progresion neuroanatomica caracteristica de las afectaciones
cerebrales que sufren los pacientes humanos, que se inicia en la corteza entorrinal. El
bulbo olfatorio, el cual es principalmente colinérgico, también es una de las areas de
mayor sensibilidad. Por todo esto, el cortex resulta la mejor area blanco para el estudio
en estadios tempranos de la AD, siendo por tanto idénea para evaluar el efecto de

tratamientos preclinicos.

A pesar del hecho de que tedéricamente el anticuerpo 6E10 tiene la capacidad de
detectar todas las formas de AB, en la inmunodeteccién por WB realizada no se
detectaron especies de pesos moleculares menores (principalmente monémeros o
dimeros), esto podria deberse a que la presencia de estas especies de bajo peso
molecular se encuentra fuera del limite inferior de deteccion de la técnica, o a la total
ausencia de estas especies en los tejidos analizados. Ahora bien, esta especie
dimérica ha sido relacionada con el deterioro cognitivo de la enfermedad por sus
elevados niveles encontrados en modelos murinos y en pacientes de AD
(Kawarabayashi y col., 2004; Shankar y col., 2008, 2009: Mc Donald y col., 2010);
aunque, hay que sefalar que su deteccion principalmente se ha reportado en las
etapas avanzadas o clinicamente diagnosticadas de la enfermedad acompanadas de
las caracteristicas placas amiloides, sugiriendo la relacién entre la especie AB dimérica
y las fibras amiloides (Kawarabayashi y col., 2004; Shankar y col., 2008, 2009;
Meilandt y col., 2009; McDonald y col., 2010). En consonancia con esta relacién, en
cerebros de ratones jévenes transgeénicos libres de placas amiloides estas especies
AB diméricas no han sido encontradas (Kawarabayashi y col., 2004), al igual que
ocurre en sujetos sanos de hasta 50-60 afnos de edad (Lesné y col., 2013). Toda esta
evidencia, esta en concordancia con un experimento puntual paralelo de WB realizado
en colaboracion con la Dra. M.A. Baltrons, donde en muestras homogenadas
provenientes de ratones envejecidos (10 meses) 3xTg-AD fue posible detectar a estas
especies AP diméricas.

Por otro lado, las especies que si fueron detectadas en nuestros experimentos a los 5
meses de edad fueron las variantes de APP y una serie de oligébmeros de AB. En la
fraccion extracelular del grupo NTg se observa una banda correspondiente a la sAPPa

(forma soluble de APP generada por protedlisis por la a-secretasa de la via no
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amiloidogénica), mientras que en el grupo 3xTg-AD se observa, ademas de dicha
banda, una banda algo menor en masa molecular correspondiente a la sAPP (forma
soluble de APP generada por protedlisis por la 3-secretasa de la via amiloidogénica).

Respecto a los oligbmeros detectados en todos los extractos, estos se corresponden
con multiplos triméricos (dodecameros, nondmeros, hexameros y trimeros). El
planteamiento de que sean multiplos de tres, ademas de la evidente coincidencia en
las masas moleculares, obedece a que hoy en dia existen una serie de evidencias que
sugieren a los trimeros como los bloques constitutivos de esta serie de oligdmeros de
AB, que son considerados no fibrilares y son la primera especie oligomérica endégena
en ser producida y secretada por las neuronas (Lesne y col., 2006; Ma y col., 2007). Y
aunque podriamos hablar de una expresion basal dado que su expresion persiste
durante practicamente toda la vida, siendo incluso detectada en estadios muy
tempranos de desarrollo (por ejemplo: a los 14 dias en un embrién de tejidos
neuronales de raton Tg2576 o en tejidos humanos de 1 afo de edad), su formacién in
vivo es dependiente de los niveles de produccion de AB (Larson y Lesné, 2012; Lesné
y col., 2013). Adicionalmente a lo anteriormente expuesto, es de gran relevancia que
las especies de AP detectadas en las fracciones extracelulares, las cuales
disminuyeron o fueron eliminadas bajo el tratamiento con scFv-h3D6, han sido
multiplemente relacionadas con la patologia de AD; siendo consideradas las
responsables de la disfuncion cognitiva previa a la formacién de las placas amiloides,
en especial la especie dodecamérica (AB*56) (Kayed y col., 2003; Cheng y col., 2007;
Lesné y col., 2006, 2013; Larson y Lesné, 2012). Por ello, estas especies son
sefialadas como los blancos de accion en los tratamientos preclinicos, por ejemplo: i)
Movsesyan y col. (2008), desarrollaron una vacuna basada en DNA que fue capaz de
disminuir los niveles de especies triméricas y hexaméricas en un modelo 3xTg-AD; ii)
Hara y col. (2011), desarrollaron una vacuna de administraciéon nasal basada en el
virus recombinante Sendai (SeV) que redujo el contenido de la especie dodecamérica;
i) Lesné y col. (2006), relacionaron la expresién diferencial de especies
dodecaméricas (ApR*56) y nonaméricas con el primer deterioro cognitivo que ocurre en
ratones Tg2576 de mediana edad, de igual forma, demostraron concretamente que el
AB*56 es el principal responsable de pérdida de la memoria, mediante la inyeccién

directa sobre una rata joven y sana, causandole un declive cognitivo.

Por otro lado, se analizaron las fracciones de membrana e intracelulares,
detectdndose APP en hipocampo y cértex (que deberia de corresponder con la forma
no procesada). En las fracciones de membrana del hipocampo se detectaron trimeros,

mientras el AB intracelular de todas las areas analizadas se encontraba en forma de
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dodecameros. En este punto hay que sefalar que en la actualidad el analisis del A
intracelular se realiza por dos metodologias diferentes: i) mediante un analisis
inmunohistoquimico con un previo tratamiento acido de los tejidos (Oddo y col., 2003)
0; ii) mediante un analisis de inmunodeteccion (ELISA o WB) con 6 sin un previo
fraccionamiento celular auxiliado de detergentes (Lesne y col., 2006). En la presente
tesis se decidié emplear la segunda metodologia, ya que su analisis nos permite
determinar el grado de oligomerizacion del péptido AR presente en las muestras.
Resulta interesante, como el efecto de la inmunoterapia con scFv-h3D6 solo fue
apreciable en extractos extracelulares, no asi, en los intracelulares; ya que de entrada,
contrasta con los ultimos experimentos realizados en el grupo a nivel celular
(Esquerda-Canals y col., 2013; Esquerda-Canals, 2013). Ademas, Laferla y col., (2007)
sefalan la acumulacién de AR intraneuronal como el iniciador de la patogénesis de AD,
correlacionando la perdida de sinapsis y memoria con la cantidad de A intracelular en
el modelo 3xTg-AD; y describiendo que la eliminacion de las placas AR extracelulares
se encuentra inmediatamente seguida por un aclaramiento de A intraneuronal,
indicando que estos dos pool/ de AB se encuentran directamente relacionados
mediante un equilibrio dinamico (Oddo y col., 2004). Al dia de hoy, esta hipotesis se
encuentra inmersa en una controversia dada la existencia de multiples reportes que
ponen en duda el rol de AB intracelular en la patologia y la relacion de los dos pool de
AB, por ejemplo: i) existe evidencia documentada sobre la presencia de AP
intraneuronal tanto en cerebros de personas saludables como enfermas de AD
(Gouras y col., 2012); ii) se ha senalado que el AB intracelular no es indicador del
declive cognitivo en AD ni en DS (sindrome de Down, que sufre la patologia debido a
que la APP se codifica en el cromosoma 21), ya que sus niveles se mantienen durante
la progresion de ambas enfermedades (Wegiel y col., 2007) y; iii) en un analisis de
expresion diferencial-temporal de oligdbmeros de A relacionados con el declive de la
memoria en ratones Tg2576 de edad media, no se encontré relacion de los oligdbmeros
de AP intracelular con dicho declive (Lesne y col., 2006). Finalmente sefalar que
recientemente se ha avivado mas la polémica, debido a la publicacién de un reporte
donde se sefiala que la acumulacién del material AB intraneuronal correlacionado con
la perdida de sinapsis y memoria en la bibliografia se corresponde en realidad a la
APP completa, pero no al péptido AB libre o en estado oligomérico. Su argumentacién
es que, en las inmunohistoquimicas se emplearon anticuerpos que no discriminan
entre los epitopos de la APP entera y de los péptidos generados por accion de las
secretasas (Winton y col.,, 2011). En cualquier caso, se sabe que la demencia
caracteristica de la AD se encuentra fuertemente correlacionada con los niveles de A

soluble (McLean y col., 1999; Larson y Lesné, 2012), los cuales, son claramente
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disminuidos (a los 5 dias de administrar intraperitonealmente un Unico tratamiento con
scFv-h3D6) en el cortex y el bulbo olfatorio de ratones hembra 3xTg-AD de 5 meses
de edad.

A modo de concluir toda la informacion generada por parte de los perfiles oligoméricos
de AP solubles observados, sefialar que el hecho de encontrar especies multiplos de
trimeros y no AB dimérico en las muestras de ratones 3xTg-AD jovenes, coincide con
un modelo propuesto por Larson y Lesne (2012) para los perfiles de expresion
oligomérico de AB enddgeno en tejidos de cerebro humano (figura D2). Dicho modelo
propone la existencia de dos vias de oligomerizacién en el proceso neurodegenerativo
de AD (figura D2.A). Consistiendo la primer via en un proceso de oligomerizacion del
AP trimérico, favorecido termodinamicamente bajo condiciones fisiolégicas en edades
tempranas y estadios preclinicos de AD. Los oligdbmeros resultantes, en especial el
AB*56 que alcanza un plateau en esta etapa, evaden la formacion fibrilar y son
responsables de una primera disminucion cognitiva. Posteriormente debido a una
posible desestabilizacién de la via de oligomerizacion no fibrilar a favor de la via de
oligomerizacion fibrilar, por un factor que aun se desconoce; ocurre un aumento de los
niveles de especies trimericas y diméricas a expensas de la disminucion de la especie
AB*56 (figura D2.B) que coincide con una segunda disminucion de las capacidades
cognitivas. Finalmente en la etapa clinica de AD, los niveles de las especies AB
trimericas y AB*56 se encuentran en cantidades discretas, mientras se incrementa la
formacion de la especie AB dimérica que rapidamente crea protofibras que contribuyen

a la formacion de las placas amiloides.
Por todo esto, sefalar que el tratamiento con scFv-h3D6 constituye una prometedora y

efectiva terapia en la eliminacion y prevencion de la formacion de especies

oligoméricas de AR citotoxicas ya en las primeras fases de la enfermedad.
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Figura D2. Modelo de la produccion oligomérica de AB endégeno propuesto por Larson y Lesné
(2012). A) Las especies monoméricas Yy trimericas de A son producidas y secretadas por las neuronas.
Una vez en el fluido intersticial, éstas siguen un proceso de oligomerizacion del AR trimérico favorecido
termodinamicamente en una via no fibrilar que ocurre bajo condiciones fisiolégicas en edades tempranas
y estadios preclinicos de AD, con la subsecuente formacion de la especie AB*56. Después de la presencia
de un factor no identificado, ocurre una desestabilizacion de la via de oligomerizacion no fibrilar a favor de
la via de oligomerizacién fibrilar. Cuya primera etapa corresponde a la formacién de la especie AR
dimérica que rapidamente crea protofibras que contribuyen a la formacion de las placas amiloides. B) El
modelo de los perfiles de expresion endégena de oligobmeros de AR en tejidos de cerebro humano, indica
que en torno a los 40 afios existe un incremento en la expresion de especies trimericas, en especial el
AB*56, coincidiendo con una primera disminucion de las capacidades cognitivas que alcanza un plateau
en etapas preclinicas de AD. Posteriormente al inicio de la etapa de deterioro cognitivo leve (MCI) ocurre
un aumento de los niveles de especies trimericas y diméricas a expensas de la disminucion de la especie
AB*56, que coincide con una segunda disminucién de las capacidades cognitivas. Finalmente en la etapa
clinica de AD, los niveles de las especies AR trimericas y AB*56 se encuentran en cantidades discretas,
mientras se incrementa la formacion de la especie AR dimérica que rapidamente crea protofibras que
contribuyen a la formacion de las placas amiloides. Reproducido de Larson y Lesne (2012).
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De forma complementaria se realizd6 una cuantificacion mediante ELISA de las
concentraciones de clusterina (apoJ) y apoE en las diferentes areas analizadas. Lo
que se encontro fue un incremento en los niveles de clusterina y apoE en el cértex de
animales 3xTg-AD, asi como un incremento de los niveles de apoE en el hipocampo.
Interesantemente el tratamiento con scFv-h3D6 provoco en los tejidos anteriormente
mencionados, una restauracién a niveles no patolégicos de las concentraciones de
dichas apolipoproteinas. Las diferentes sensibilidades observadas en el cortex y el
hipocampo esta en concordancia con la progresién neuroanatomica de las
afectaciones que se dan en los cerebros de ratones 3xTg-AD (Oddo y col., 2003).
Incluso hay diversos estudios en humanos, donde los tejidos en los que se observaron
los niveles patolégicos en nuestro modelo, han sido relacionados con AD; por ejemplo
se ha reportado un incremento en los niveles de mRNA y proteina de clusterina en la
area cortical e hipocampal en cerebros de pacientes AD (Duguid y col., 1989; May y
col., 1990; Oda y col., 1994); asi mismo, estudios inmunohistoquimicos con
anticuerpos anti-clusterina la han identificado en asociacién con placas amiloides y
depositos amiloides vasculares en coértex e hipocampo de pacientes AD (McGeer y col.,
1992, 1994; Pasinetti y col., 1994; Kida y col., 1995; Choi-Miura y col., 1996).

La clusterina también conocida como apod (codificada por el gen CLU), es
principalmente secretada por los astrocitos, y, aparte de las funciones en el transporte
de lipidos, es una chaperona extracelular independiente de ATP; ha sido localizada en
asociacion con los depdsitos extracelulares de proteinas agregadas de enfermedades
degenerativas tales como la AD (Calero y col., 2000; Narayan y col., 2011). Se sabe
que la clusterina inhibe la formacién de agregados mediante la unién a la superficie de
residuos hidrofébicos (Humphreys y col., 1999), y que oligdbmeros de AR de diferentes
tamanos (desde dimeros hasta 50- mer) interactuan con la clusterina para formar
complejos estables (Narayan y col., 2011). Estos complejos son eliminados mediante
la interaccion con la megalina (LRP-2) (Hammad y col., 1997; Nuutinen y col., 2009) y
otros receptores de la familia LDLR (Mahon y col., 1999). Por otro lado, en un estudio
en paralelo realizado en nuestro grupo de investigacion se encontré que el complejo
scFv-h3D6:AB presenta una alta exposicion de los residuos hidrofébicos (Marin-Argany
y col., 2011; Marin-Argany, 2013), por lo que resulta tentador proponer que la
clusterina podria internalizar el complejo y, como consecuencia, tanto la clusterina
como los oligdmeros de AB podrian verse disminuidos en las fracciones extracelulares
de animales tratados.

Existe fuerte evidencia de que la clusterina y la apoE se encuentran reguladas de
manera cooperativa (DeMattos y col., 2004). Células no neuronales, en particular la

astroglia y la microglia son las principales productoras del transportador de lipidos
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apoE, mientras que las neuronas preferencialmente expresan receptores de apoE.
Esta apolipoproteina ha sido co-localizada con placas amiloides, jugando un papel al
potenciar su aclaramiento y degradacion (Koistinaho y col., 2004; Deane y col., 2008).
De hecho, el alelo APOE4 humano incrementa los riesgos de desarrollar AD,
plausiblemente porque la avidez de union al A se ve disminuida aproximadamente 20
veces con respecto al alelo mas abundante APOE3 (LaDu y col., 1994; Manelli y col.,
2004). Se ha descrito que cambios especificos de la concentracion de apoE4 en
ratones EFAD-Tg derivan en la acumulacion de AB (LaDu y col., 1994; Youmans y col.,
2012). Por otro lado, se ha descrito que la haploinsuficiencia de APOE humano reduce
los depdsitos amiloides en un modelo murino de amiloidosis AB simultaneamente a
una significativa disminucién de la activacion de la microglia (Kim y col.,, 2011),

sugiriendo una relacion entre la apoE y los procesos inflamatorios.

En base a todas esta informacién e integrando los resultados de los perfiles
oligoméricos de AR con los analisis de apoE y apoJ, podemos relacionar la
disminucion de las especies oligoméricas de AR solubles, que son el principal blanco
de accion del scFv-h3D6, con la restauraciéon de los niveles de apoE y apodJ a valores
no patolégicos. Esto, tiene implicaciones importantes, ya que es probable que como
parte del efecto del tratamiento con scFv-h3D6 no se presenten efectos secundarios,
concretamente los relacionados con procesos neuroinflamatorios, siendo necesario
realizar estudios complementarios para verificarlo. De comprobarse esto, estaria en
concordancia con la hipotesis del grupo de investigacién, apoyada por diversos
estudios de inmunoterapia (Wang y col., 2009, 2010; Cattepoel y col., 2011), que
propone una mayor seguridad en el empleo de las moléculas scFv en comparacién
con el uso de anticuerpos completos.

A modo de conclusion en la presente tesis, se sugieren los beneficios del scFv-h3D6 a
nivel conductual y molecular. Principalmente, por su capacidad para eliminar
oligobmeros de AR, sefalados como citotéxicos, y restaurar los niveles de clusterina y

apoE en un modelo murino 3xTg-AD que desarrolla la enfermedad de Alzheimer.

D4. La elongacion del C-terminal del dominio V| incrementa la estabilidad y
disminuye la tendencia a la agregacioén del scFv-h3D6

El dominio de menor estabilidad en nuestra molécula de scFv es el dominio V,
(considerandose tanto la estabilidad intrinseca del propio dominio como la contribucion
proporcionada por la estabilidad de la interficie). Ahora bien, en principio, tanto la

estabilidad intrinseca de los dominios Vy y V. como la estabilidad de la interficie
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pueden ser incrementados mediante la introduccién de mutaciones puntuales
estabilizadoras (Wérn y Pluckthun, 2001). Siendo por tanto, el dominio V| sobre el cual
se centr6 mayoritariamente el redisefio para la mejora de su plegamiento.
Adicionalmente, en la revisién de las regiones con alta tendencia a la agregacién
mediante el algoritmo TANGO se encontraron cuatro regiones con alta tendencia a la
agregacion: del dominio Vi (A88-V93 y T107-V111) y del dominio V (L47-V51 y V85-
W89), que sirvieron también como referencia para la elecciéon de las mutaciones que
pretendian disminuir la tendencia a la agregacion. Las mutaciones elegidas en el
dominio V_ fueron: V| -L9S localizada en la cadena-B A del FRL1, V_ -Y49T localizada
en la cadena-B C" del FRL2 (region con alta tendencia a la agregacion) y tres variantes
que extienden el C-terminal, descritos mas adelante de forma especifica, localizados
en la cadena-f G del FRH4 (V.-el-R108G, V,-el-R108 y V., -el-R108T109).
Adicionalmente se incluyé la mutacion Vy-V89N realizada concretamente en una
region con alta tendencia a la agregacion ubicada en la cadena- F del FRH3 en el
dominio V.

El modelo tridimensional del scFv-h3D6 permitié la observacion de que la finalizacion
del C-terminal de la molécula, el cual corresponde a V -K107, aun pertenece a la
cadena-f G. De tal forma, que las cadenas laterales de los residuos V -E105 y V|-
K107 se encuentran enfrentadas hacia el mismo lado de la cadena-3 y establecen
interacciones electrostaticas, las cuales pueden encontrarse debilitadas debido a la
proximidad del OXT107-O. La proposicién de la presente tesis en este punto es que la
elongacién del C-terminal podria separar el OXT-O de la cadena lateral del residuo V-
K107 y propiciar una estabilizacion de la estructura secundaria. Para probar la
posibilidad de incrementar la estabilidad intrinseca del dominio V_por elongacién de su
C-terminal, se examino mediante un alineamiento estructural los residuos del C-
terminal de 24 moléculas de scFv; encontrando que en 16 de estas moléculas se
finaliza con V| -K107, en 6 se finaliza con V| -R108 y en 2 ocasiones se finaliza con V-
T109. En base a esta informacién, se generaron los mutantes de elongacion: V,-el-
R108 (C2), V.-el-R108T109 (C3) y adicionalmente se construyd el mutante V -el-
R108G (C1) para probar la hipétesis del efecto del OXT107-O en el empaquetamiento
de la cadena-B G.

En términos generales, el comportamiento de las seis variantes proteicas en su
desplegamiento inducido por un agente desnaturalizante (urea) nos mostrd, que tres
de ellas resultan ser mutaciones desestabilizadoras de los dominios en donde se
encuentran localizados, y que las tres variantes de elongacion del C-terminal
estabilizaron en diferente grado el plegamiento del dominio V.. Y es en este punto,

donde podria resultar contrastante que a pesar de los efectos observados de cada
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variante en las estabilidades de tanto los dominios Vy y V,, los rendimientos globales
de expresion y purificacién obtenidos de todas las variantes proteicas no se vieron
modificados con respecto a los obtenidos por el WT: ~40 mg/L de proteina precursora
y de ~3 mg/L de proteina madura nativa. Si bien a menudo se cree que la estabilidad
de fragmentos tipo scFv esta directamente correlacionada con el rendimiento en la
expresion, esto es solo parcialmente cierto, ya que como se evidencio en ciertos casos
no necesariamente existe una relacion directa entre la estabilidad termodinamica y los
niveles de expresion funcional. Por mencionar algunos ejemplos, tenemos que: i) se
ha reportado mutaciones con prolina en la posicion L8 que resultan estabilizadoras
tanto en el scFv anti-hemaglutinina 17/9 (Spada y col., 1998), como en el scFv A48
anti-levan (Woérn y Pluckthun, 1999), y que provocan una disminucion en la expresion
periplasmatica, e incluso una disminucién en el rendimiento del replegamiento; ii)
Knappik y Pluckthun (1995), identificaron mutaciones en los loops de scFvs que
afectaban a la agregacién y al rendimiento del plegamiento in vivo sin que la
estabilidad integral de la molécula se viera afectada vy; iii) mutaciones
desestabilizadoras de la interficie de un scFv derivado del anticuerpo anti-fluoresceina
4-4-20 mostraron un incremento en la expresion soluble en periplasma (Nieba y col.,
1997), siendo en algunos casos excluyente la alta estabilidad con una alta expresién
soluble para mutaciones realizadas en la region de la interficie de scFvs (Jung y col.,
1999).

Concretamente, en las variantes mas desestabilizadas observamos que por ejemplo: i)
a pesar de que la variante Vy-V89N en condiciones nativas presenta un espectro de
CD UV lejano sin cambios en la estructura secundaria, la evaluacion de las curvas de
urea evidencié una severa disminucion de la estabilidad intrinseca del dominio V4, sin
afectar a la estabilidad del dominio V| ni a la estabilidad de la interficie interdominio,
implicando que la contribucién de la estabilidad de la interficie es casi nula en la
estabilidad global del dominio Vy (figura D3.A), por el contrario; ii) la variante V -Y49T
presenta una fuerte disminucién tanto de la estabilidad intrinseca del dominio V. como
de la estabilidad de la interficie interdominio (figura D3.C), manifestandose también
como una notable disminucion del minimo local a 230 nm, que ha sido atribuido a la
contribucién de los aromaticos en dominios V|, en el espectro de CD UV lejano en
condiciones nativas. Si bien, la propuesta de estas variantes fue con fines de aumentar
la estabilidad de la molécula, el resultado contrario puede ser justificado dada la
localizacion de dichas mutaciones en zonas de alta tendencia de agregacién con
caracter hidrofébico; siendo, por ejemplo, muy evidente la desestabilizacion que se da
en la interficie interdominio en la variante V| -Y49T, localizada precisamente en dicha

region (ver figura R28). La variante V| -L9S, aunque en menor grado que las sefaladas
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previamente, también resulto ser desestabilizadora para el dominio donde se
encuentra; y, de acuerdo a lo observado y a su localizacion en el dominio afectado se
presume que dicha disminucién sea uUnicamente sobre la estabilidad intrinseca del
dominio V|, no asi en la estabilidad de la interficie (figura D3.B).

Por otro lado las variantes estabilizadoras, que resultaron ser las variantes de
elongacién del C-terminal (C1, C2 y C3), presentan un ligero aumento o acentuacion
del minimo local (230 nm) en los espectros de CD del UV lejano, relacionandolo con
los incrementos de la estabilidad intrinseca del dominio V.. Puntualmente, en el
mutante de elongaciéon que solo tiene una Gly (C1) se presentd un ligero incremento
en su estabilidad termodinamica (tabla R5), y aunque este incremento fue pequefio
(~1.7 KJ mol™), la estabilizacién del estado nativo también se ve reflejada en el hecho
de que la tendencia a la agregacioén fue disminuida. En el mutante C2, la elongacion
con Arg ocasion6 un aumento de la estabilidad del dominio V| de ~3 KJ mol™. Y en el
caso del mutante C3 que extiende la cadena-B G con dos residuos (Arg-Thr), el
aumento de la estabilidad es de ~5 KJ mol™, llegando a representar un aumento de
cerca del 26% de la estabilidad del dominio V.. La cooperatividad del proceso de
desplegamiento, tanto del dominio V. como Vy, practicamente no se ve modificada en
los mutantes que solo extienden el C-terminal con un residuo, pero en el caso del
mutante C3, la cooperatividad del desplegamiento del dominio V| presenta un ligero
aumento (~0.7 KJ mol" M™), lo cual nos indica que es el mutante mas estable; ya que
un incremento en la cooperatividad de la primera transicién es indicativo de una
mayor compactacion del estado nativo y consecuentemente también de un incremento

en la estabilidad intrinseca del propio dominio (figura D3.D).

-

V. -Y49T V_ -el-R108T109

V,-L9S

Figura D3. Representacion de las estabilidades de los dominios V4 y V. de las variantes proteicas
del scFv-h3D6. Las estabilidades intrinsecas de los dominios estan representadas por las barras negras,
las contribuciones extrinsecas de la interficie estan representadas por las barra vacias. La estabilidad del
dominio Vy corresponde a la totalidad de la barra izquierda y la del dominio V| a la de la barra derecha.

176



Discusion

La desnaturalizacién térmica seguida tanto por CD como por fluorescencia Trp,
permitié observar una reorganizacion del estado nativo del WT que inicia pasando los
50°C vy finaliza alrededor de los 60°C dando lugar a un estado intermediario rico en
componente-f que promueve la agregacion proteica. Ahora bien, en el caso de todos
los mutantes de elongacién del C-terminal, se observé que esta transicion ocurre a
temperaturas mas elevadas, lo que es un indicador de que se disminuyo la tendencia a
la agregacion.

El acoplamiento entre la estabilidad termodinamica y las propiedades de agregacion
es uno de los fendbmenos mas comunes descritos en la literatura, ya sea para
moléculas con plegamiento tipo inmunoglobulinas, por ejemplo: en mutaciones
puntuales del scFv A48 (Worn y Plickthun, 1999) y dominios variables (Vk, VA) (Ewert
y col., 2003); o bien, para otro tipo de plegamientos, como por ejemplo: mutantes de
ADA2h (Villegas y col., 2000). Esta correlacion se cree se deba al hecho de que la
agregaciéon usualmente se inicia a partir de intermediarios de plegamiento en lugar de
desde un estado completamente desnaturalizado (Wetzel y col., 1990; Villegas y col.,
2000; Cérda-Costa y col., 2007). Aunque ciertamente la estabilidad termodinamica es
una buena forma de predecir la estabilidad térmica en inmunoglobulinas (Honegger y
col., 2008), en algunos casos esta correlacion no es del todo perfecta; como ocurre en
nuestro caso, en donde a pesar de que las variantes de elongacion presentan
diferentes grados en la estabilizacion del dominio V_ (comparar cooperatividad y AG de
C1 y C3, por ejemplo), practicamente todas las variantes muestran la misma
disminuciéon de ~4°C en la tendencia a la agregacion; hecho que evidencia, que
aunque existe una cierta correlacién, esta no esta perfectamente acoplada. En este
aspecto, senalar que en la bibliografia también existen diversos casos en donde se
sefala este fendmeno, por ejemplo: en diferentes mutantes de la interleuquina-1p3
(Chrunyk y Wetzel, 1993), mutantes de acilfosfatasa de musculo humano (AcP) (Chiti y
col, 2003) o en algunos mutantes desestabilizadores de ADA2h (Cérda-Costa y col.,
2007).

Para entender mejor que modificaciones en la distribucién de los componentes- son
las responsables de los cambios en la tendencia a la agregacion, se realizdé un analisis
del IR de la banda de la amida I’ a diferentes temperaturas, ya que esta técnica nos
permite distinguir diferencias segun el grado de empaquetamiento de las diferentes
hojas-B. La banda de la amida I’ surge del estiramiento vibracional C=0 de cada
enlace peptidico, y la fuerza de acoplamiento depende en gran medida de la
conformacion de la cadena polipeptidica. Como regla general, la posicion del
componente en hoja-3 se desplaza a niumeros de onda inferiores como resultado ya

sea del incremento del numero de los puentes de hidrogeno, de la adquisicion de una
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hoja-B mas planar, o del aumento del numero de cadenas-B (Zandomeneghi y col.,
2004). El analisis FTIR nos mostré que antes de la transicién térmica (25 y 50°C), no
se encontraron diferencias en la distribucion de las estructuras de hoja-B de los
mutantes de elongacion C-terminal, con respecto al mostrado por el WT; siendo el
componente de hoja-p nativa (1637 cm™) el que domina el espectro FTIR. Una vez
que la reorganizacién ha dado lugar al estado intermediario (60°C), en el espectro
aparecen componentes de hoja-B mas compactos (centrados a frecuencias mas bajas).
Estos componentes fueron previamente atribuidos en el WT como fibras tipo worm-like
(WL, 1627 cm™) y tipo amiloide (1616 cm™), siendo el componente WL el mas
abundante en los espectros a 60°C (Marin-Argany y col., 2011). La elongacion del C-
terminal del scFv-h3D6 de forma progresiva (del C1 al C3), permiti6 mantener un
porcentaje mayor de componentes de hoja-f nativa en el estado intermediario,
disminuyendo ademas los componentes fibrilares WL y amiloide. Adicionalmente, los
centros de las bandas correspondientes a las estructuras de hoja-B de las variantes de
elongaciéon presentan un desplazamiento hacia nimeros de onda inferiores, lo cual
indica una red de interaccion de mayor densidad entre las cadenas. Esto es
especialmente claro para la variante mas estable C3 (R108T109), en donde resulta
dificil diferenciar entre las diferentes bandas, esto debido a que se encuentran en el
limite de los valores previamente definidos en la literatura para las diferentes
estructuras-f (Zandomeneghi y col., 2004; Marin-Argany y col., 2011). Aunque resulta
tentador correlacionar las diferencias observadas en el espectro de FTIR del
intermediario inducido térmicamente de la variante C3 con la mayor cooperatividad del
plegamiento de su dominio V, (valor de m,y); no se pudo concluir esta presunta
correlacion, ya que las variantes C1 y C2 mantienen sus valores de m,.,y semejantes al
WT y también exhiben diferencias en el espectro FTIR (aunque no tan marcadas como
la presentada por la variante C3).

En resumen, la estabilizacién del plegamiento del estado nativo tiene como resultado
la desestabilizacion del estado intermediario térmicamente inducido y una subsecuente
disminucién en la tendencia de agregacion, especialmente para la variante C3 que
incrementa su estabilidad en ~26% y disminuye ~4°C su tendencia a la agregacion.

En un trabajo paralelo a este, Marin-Argany (2013) observé que estas variantes de
elongaciéon C-terminal, en comparacion con el WT, no disminuyen su capacidad en
condiciones fisioldgicas de formar un complejo con el péptido AB+42 dando lugar a la
aparicion de agregados tipo WL no citotoxicos. Lo cual significa un mejoramiento en el
plegamiento del scFv-h3D6 sin alterar el efecto protector de la molécula. Sefialar que
en términos generales los scFvs presentan vidas-medias cortas, por lo que, la principal

repercusion del incremento en la estabilidad termodinamica y disminucion en la
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tendencia a la agregacion de estas variantes es aumentarla, con una consecuente
efectividad a dosis menores que la forma WT en un modelo in vivo; o, dicho de otra
manera, con un aumento de la efectividad a la misma dosis

Dado que como se mencioné en el apartado anterior (D3), el scFv-h3D6 WT presenta
beneficios a nivel conductual y molecular en un modelo murino de la enfermedad de
Alzheimer, el siguiente propésito seria probar las variantes de elongacién C-terminal
aqui descritas en el mismo modelo. Sefialar que, ademas de la importancia que tiene
esta molécula por su potencial terapéutico para el tratamiento de la AD, los resultados
obtenidos en esta tesis Doctoral podrian ser extrapolados a otras moléculas de scFv

Clase | de interés terapéutico.
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C1. Expresion y purificaciéon de scFv-h3D6

Los sistemas de expresidn extracelular y periplasmatica, utilizando disulfuro-
isomerasas DsbA, DsbC o un péptido sefal pelB; asi como cepas de E. coli
BL21 (DE3) pLys, resultan deficientes para la expresién del scFv-h3D6.

Los sistemas de expresion intracelular mediante la fusién con los carriers Trx 'y
NusA, en una cepa deficiente en las reductasas como es E. coli Origami 2
(DE3), permiten la obtencion de una fraccién de proteina soluble; siendo el
carrier NusA el de mayor capacidad para solubilizar la proteina expresada.

Las condiciones de expresion heterdloga optima del scFv-h3D6 en E. coli
origami2 (DE3) son: induccién con IPTG a una concentracion de 0.5 mM,
durante 12 h y a una temperatura de 20°C.

El replegamiento utilizando como agente solubilizante a la Urea 8 M, incluso con
diluciones tan bajas como 1/10, permite la recuperacion de proteina insoluble
con un alto rendimiento.

El procesamiento de la proteina fusionada, tanto con Trx como con NusA,
mediante corte con la proteasa TEV, asi como las condiciones de purificacion,
requiere de tampones con una alta fuerza ionica en una regién de pH
comprometida para mantener la solubilidad de la proteina.

La proteina obtenida a partir de las fracciones solubles e insolubles, ya sea
provenientes de la fusidon con Trx como con NusA, presentan diferencias en la
tendencia a la agregacion, asi como en la susceptibilidad frente a proteasas de
la cepa huésped. Estas diferencias para una misma secuencia aminoacidica
aunado a la presencia de puentes disulfuro de la molécula, apuntan a la
hipétesis del scrambling como la posible causa de dicho fenémeno.

Mediante técnicas cromatograficas como RP-RPLC y CEXx fue posible separar la
conformacion nativa del scFv del resto de conférmeros scrambled; aunque, la
primera técnica resulta demasiada astringente para poder recuperar la proteina
en forma funcional.

Las desnaturalizaciones térmicas seguidas por fluorescencia de Trp o CD en el
UV lejano, confirman la hipotesis del scrambling, al evidenciar la existencia de
dos poblaciones: una poblacion nativa y una poblacion que corresponde a una
mezcla de varios conférmeros scrambled; con propiedades biofisicas bien
diferenciadas.

Un estudio mediante RP-FPLC revelé que el scFv proveniente de los cuerpos
de inclusion presenta al menos 3 especies scrambled, encontrandose que la
conformacion nativa es la de mayor proporcion; en contraste, el scFv

proveniente de fraccion soluble presenta una proporcion inversa.
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10. El paso de purificacion por CEx, asi como la optimizacion de tampones y

11.

gradiente resulta imprescindible para la separacién de las especies scrambled
de la especie nativa; permitiendo la obtencion del scFv-h3D6 nativo a partir de
la fraccion insoluble de la fusion con Trx con un rendimiento de 3 mg/L.

El protocolo de expresion y purificacion del scFv fusionado a Trx permite
obtener un mayor rendimiento de scFv en conformacion nativa en comparacién
con el sistema de fusidon NusA, que si bien mejora la expresion soluble, no asi

en cuanto a calidad del plegamiento.

C2. Caracterizacion del scFv-h3D6

1.

Un analisis de FTIR determind que la estructura secundaria nativa del scFv-
h3D6 es la tipica de una inmunoglobulina plegada, con un 64% de hoja-$
antiparalela, un 22% de loop/giros, y un 11% de giros-8.

La estructura secundaria de la proteina nativa registrada por CD en el UV lejano
presenta, ademas del caracteristico espectro candnico de hoja-# (minimo a 218
nm y maximo a 200 nm) de una inmunoglobulina, un minimo local de elipticidad
a 230 nm y una sefial positiva a 237 nm; atribuidos a las contribuciones de
residuos aromaticos de los dominios V| y Vy respectivamente.

La molécula scFv-h3D6 sigue una desnaturalizacion térmica que lleva a la
agregacién, de manera independiente de nucleacion, y que se caracteriza por la
presencia de un estado intermediario enriquecido con componentes-B (en
concreto, del componente worm-like, WL), generado por una reorganizacién
conformacional del estado nativo iniciada entorno a los 60°C.

El desplegamiento inducido por urea del scFv-h3D6 es reversible y sigue un
proceso de dos transiciones debido a la presencia de 3 estados de plegamiento
(nativo, intermediario y desplegado). Durante el desplegamiento de la molécula
del scFv-h3D6 ocurren tres procesos: la desnaturalizacion del dominio menos
estable, la disrupcion de la interficie interdominio, y la desnaturalizacion del otro
dominio.

El scFv-h3D6 es una molecula de Clase |, segun la clasificaciéon de scFvs
mediante estabilidades diferenciales propuesta por Pluckthun. El estado
intermediario metaestable en equilibrio se acumula en la curva de
desnaturalizacién en torno a 5 M de urea, y consiste en el dominio de menor
estabilidad (V.) desplegado, la interficie interdominio eliminada y el dominio mas
estable (V) plegado. Sugiriendo que el dominio V| es el blanco adecuado para

un redisefio de la estabilidad termodinamica.
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Los procesos de desnaturalizacion quimica y térmica ocasionan dos estados
intermediarios perfectamente diferenciables, el primero de ellos, corresponde a
un intermediario termodinamico metaestable reversible, que forma parte de la
via de plegamiento del scFv-h3D6 con una susceptibilidad proteolitica por parte
del dominio desplegado V.; y el segundo intermediario, es de tipo cinético
irreversible por encontrarse fuera de la via productiva del plegamiento
promoviendo el fendmeno de agregacion, con la misma susceptibilidad de

ambos dominios a ser proteolizados.

C3. Efectividad in vivo del scFv-h3D6

1.

El incremento de oligbmeros de AB solubles citotoxicos multiplos de trimeros
(dodecameros, nonameros y hexameros) en ciertas areas cerebrales de ratones
hembras 3xTg-AD de 5 meses de edad; se relaciona con la hiperactividad de
navegacion y con los déficits cognitivos (memoria y el aprendizaje)
caracteristicos de los estadios tempranos de la enfermedad en dicho modelo
murino.

A su vez, el incremento de oligdbmeros de AR solubles citotoxicos se relaciona
con un aumento de las concentraciones de las apolipoproteinas apoE y apoJ
(clusterina), implicadas en el aclaramiento de dichos oligdmeros.

Una unica dosis de 85 ug de scFv-h3D6 administrada intraperitonealmente en
hembras 3xTg-AD de 5 meses de edad provoca claros efectos beneficiosos a los
5 dias del tratamiento, tanto a nivel conductual como a nivel molecular.

El efecto del tratamiento a nivel molecular se manifiesta tanto como una
disminuciéon o eliminacion global de oligobmeros de AP solubles trimericos en
coértex y bulbo olfatorio, asi como, una recuperacion a niveles no patolégicos de
las apolipoproteinas apoE y apoJ (clusterina) en cortex y de apoE en hipocampo.
No se encontr6 una correlacion entre la sintomatologia de los estadios
tempranos de AD en los ratones 3xTg-AD con la cantidad y/o perfil de AB
intracelular, ni se aprecio un cambio de dicho perfil por efecto del tratamiento.
Dada la relacion entre la apoE y los procesos inflamatorios, es probable que el
efecto del tratamiento con scFv-h3D6 no presente efectos secundarios a nivel de
neuroinflamacion.

La correlacion entre la concentracion de apod (clusterina) y la cantidad de
oligbmeros de AR sugiere que dicha apolipoproteina esta implicada en el

aclaramiento de los oligdmeros

185



Conclusiones

8.

El perfil oligomérico de AP soluble encontrado en los tejidos de ratones en
estadios tempranos de AD coincide con la via de oligomeros de AB trimericos no
fibrilares, dentro del modelo de dos vias oligoméricas en el proceso
neurodegenerativo de AD.

Se demuestra que los beneficios del scFv-h3D6 a nivel conductual y molecular
se dan gracias a su capacidad para eliminar los oligdbmeros de AB citotéxicos en

un modelo murino 3xTg-AD que desarrolla la enfermedad de Alzheimer.

C4. Incremento de la estabilidad del dominio V, y disminucién de la tendencia a

la agregacion del scFv-h3D6

1.

La variante V89N del dominio Vy y las variantes Y49T y L9S del dominio V|,
resultan mutaciones desestabilizadoras de los dominios en donde se
encuentran localizados, ya sea mediante la disminucién de la estabilidad
intrinseca de los dominios en cuestién o la disminucién de la estabilidad de la
interficie interdominio.

Las variantes de elongacién C-terminal (V_-el-R108G, C1; V_-el-R108, C2 y V|-
el-R108T109, C3) resultan mutaciones estabilizadoras, aumentando la
estabilidad intrinseca del dominio V. al eliminar el efecto de las interferencias
electrostaticas del OXT107-O y mejorar el empaquetamiento de la cadena-p G.
El mutante de elongacion que solo tiene una glicina (C1) presentd un ligero
incremento en su estabilidad termodindmica (~1.7 KJ mol”). El mutante de
elongacién con arginina (C2) ocasioné un aumento de la estabilidad de ~3 KJ
mol™. El mutante que extiende la cadena-B G con dos residuos: arginina y
treonina (C3), aumentd la estabilidad en un ~5 KJ mol™, llegando a representar
un aumento de cerca del 26% de la estabilidad del dominio V..

El incremento en la estabilidad del dominio V| por parte de las variantes de
elongacion C-terminal, disminuye la tendencia a la agregacion ~4°C.

La disminucion en la tendencia a la agregacion se debe a una desestabilizacién
del estado intermediario térmicamente inducido, dado los cambios en la
distribucion de los componentes-f en dicho estado; concretamente, la
permanencia del componente de hoja- nativa en el estado intermediario y la
disminucion de los componentes fibrilares WL y amiloide.

La mejora en el plegamiento del scFv-h3D6 ha de aumentar la vida-media de la
molecula in vivo, y, por tanto, permitir mantener la efectividad a dosis menores,

o bien incrementar el efecto a la misma dosis, en las futuras pruebas de
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inmunoterapia con este fragmento de anticuerpo efectivo como agente

terapéutico en la enfermedad de Alzheimer.
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ANEXO A: figuras
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Figura A1. Curva estandar de peso molecular en una columna analitica Superdex75 10/300 GL. Pico
1: Volumen vacio (Vo, a-globulina, ~210 kDa); pico 2: BSA (albumina de suero bovino, ~66 kDa) y cadena
pesada de a-globulina (75 kDa); pico 3: ovoalbumina (43 kDa); pico 4: cadena ligera de a-globulina (30
kDa); pico 5: lisozima (14 kDa). Flujo de la cromatografia: 2 mL/ min. Tampén PBS. Medido a 280 nm en
un equipo AKTA Purifier (GE Healthcare).
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Figura A2. Influencia en la formacion de fibras amiloides y fibras WL de AB1.42, por la presencia de
scFv-h3D6, DMSO y aumento de la temperatura. Imagenes de microscopia electrénica (Transmission
electron microscopy, TEM) a diferentes temperaturas y tratamientos de (A) 100 uM de AB1.42, (B) 100 pM
de scFv-h3D6, (C) 100 uM de scFv-h3D6 en ausencia de DMSO, (D) 100 uM de AB1.42 mas 100 uyM de
scFv-h3D6. (A) Los oligdbmeros citotdxicos del péptido AB+.42 se visualizan a 37°C, el calentamiento a altas
temperaturas induce la formacién de fibras amiloides. (B) El scFv-h3D6 no forma fibras WL en presencia
de DMSO. (C) El scFv-h3D6 en ausencia de DMSO forma pequefios oligdmeros a 37°C y a 60°C
(temperatura a la cual la mayoria de la poblacion proteica se encuentra en un estado intermediario
inducido térmicamente) e inicia la formacion de fibras WL; estas fibras WL se encuentran mejor
estructuradas después del tratamiento a 90°C. (D) El complejo scFv-h3D6:AB+142 forma directamente
fibras WL a 37°C, que desaparecen al disociar el complejo por el tratamiento térmico y permitir la
formacion de oligémeros del scFv-h3D6 y fibras amiloides del péptido AB+.42. Reproducido de Marin-
Argany y col. (2011).
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Figura A3. Ensayo de citotoxicidad MTT con células de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
(A) Toxicidad inducida por diferentes concentraciones del péptido AB1.42.*P<0.068 comparado con 0 yM
de AB142. (B) Recuperacion de viabilidad celular en presencia de 10 uM del péptido AB1.42 por adicion de
diferentes concentraciones de scFv-h3D6. S: 10 uM del scFv-h3D6 (sin el péptido AB+.42); B: tampon (sin
el péptido AB142 ni el scFv-h3D6). *P<0.068 comparado con 0 uyM de scFv-h3D6. Los resultados se
expresan en términos de +S.E.M. La significancia se calcula usando el test de Wilcoxon para cuatro
experimentos independientes (seis replicas para cada condicién por experimento). Reproducido de Marin-
Argany y col. (2011).
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Figura A4. Diagrama energético para la via de agregaciéon del péptido ABi42, scFv-h3D6 y el
complejo scFv-h3D6:AB142. (A) A 37°C (—), el péptido AB+142 sigue una via amiloide a través de la
formacion de oligémeros citotdxicos (O) y scFv-h3D6 (S) sigue una via WL a través de la formacién de
oligbmeros no citotdxicos (sO). El tratamiento térmico (%) es necesario tanto para la conversion de
oligbmeros de AP hacia fibras amiloides (AF), como de la conversién de sO del scFv-h3D6 hacia fibras
WL en ausencia de trazas de DMSO. (B) el complejo scFv-h3D6:AB+.42 directamente forma fibras WL, y
su disrupcioén por el tratamiento térmico (-9 ) genera sO de scFv-h3D6, mientras que el péptido AB+.42
salta hacia la via fibrilar amiloide, formando oligémeros y AF. Reproducido de Marin-Argany y col. (2011).
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Figura A5. Regiones con alta tendencia a la agregacion en scFv-h3D6. Prediccion realizada por
TANGO de las regiones de la molécula con mayor tendencia a la agregacion. Se diferencian cuatro
regiones con fuerte tendencia, dos por cada dominio: V4 (A88-V93 y T107-V111) y V. (L47-V51 y V85-
W89), [numeracién de Kabat]. Adaptado de Marin-Argany (2009, 2013).

ANEXO B: publicaciones

Marin-Argany, M., Rivera-Hernandez, G.*, Marti, J., & Villegas, S. (2011). An
anti-abeta (amyloid beta) single-chain variable fragment prevents amyloid fibril
formation and cytotoxicity by withdrawing abeta oligomers from the amyloid
pathway. The biochemical Journal, 437(1), 25-34.

*Co-first author

Gimenez-Llort, L., Rivera-Hernandez, G.*, Marin-Argany, M., Sanchez-Quesada,
J. L., & Villegas, S. (2013). Early intervention in the 3xTg-AD mice with an amyloid
beta-antibody  fragment  ameliorates first hallmarks of  alzheimer
disease. Mabs, 5(5), 665-677.

*Co-first author

Esquerda-Canals, G., Marti, J., Rivera-Hernandez, G., Gimenez-Llort, L., &
Villegas, S. (2013). Loss of deep cerebellar nuclei neurons in the 3xTg-AD mice
and protection by an anti-amyloid beta antibody fragment. Mabs, 5(5), 660—-664.

Rivera-Hernandez, G., Marin-Argany M., Blasco-Moreno B., Bonet J., Oliva B., &
Villegas, S. (2013). Elongation of the C-terminal domain of an anti-amyloid B
single-chain variable fragment increases its thermodynamic stability and
decreases its aggregation tendency. Mabs, 5(5), 678—689.

206



