Obtencién y caracterizacion
parcial de la proteina humana
mutante a-sinucleina G51D y
la produccién de su anticuer-
po policlonal

Resumen

La a-sinucleina (SNCA) es una proteina
que participa en la formacion de agre-
gados, cuya presencia es distintiva para
todas las a-sinucleinopatias y algunas
adicciones. Las alteraciones en el gen
que codifica la SNCA y en la sintesis de
esta proteina han sido relacionadas con
procesos de agregacion que alteran su
conformaciéon y adquieren capacidad
autoagregante, lo cual estd relacionado
con su presencia en las neuronas dopa-
minérgicas y podria ser un factor fisiopa-
tologico significativo en la progresion de
enfermedades. Una de las variantes géni-
cas mas comunes de la SNCA es la G51D,
la cual podria ser un indicador anatomo-
patolégico para enfermedades neurona-
les y adicciones de larga duracion. En el
presente estudio se exponen las técnicas
de expresion, purificacion y caracteriza-
cion de la proteina recombinante SNCA
G51D, ademas de ensayos de agregacion.
Asi mismo, se detallan las circunstancias
para la obtencion del anticuerpo de tipo
policlonal dirigido hacia la SNCA G51D.
También se realiz6 la optimizacion para
la clonacion de esta variante, utilizando
el vector pET30a, el cual nos brindd la
mayor solubilidad in silico. La proteina
recombinante permiti6 la obtencion
de un anticuerpo policlonal anti SNCA
G51D, que se caracteriz6 parcialmente y
podria ser una herramienta inmunolégica
significativa en la confirmacion de la exis-
tencia de proteinas mutantes en mues-
tras de interés.
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Preparation and partial cha-
racterization of the mutant
human a-synuclein protein
G51D and the production of
its polyclonal antibody

Abstract

a-Synuclein (SNCA) is an essential pro-
tein that participates in the formation of
aggregates, whose presence is distinctive
for all a-synucleinopathies and some ad-
dictions. Alterations in the gene that co-
des for SNCA and in the synthesis of this
protein have been related to aggregation
processes that alter its conformation and
acquire self-aggregating capacity, which
is related to its presence in neurons and
could be a significant pathophysiological
factor in the progression of diseases.
One of the most common SNCA gene
variants is G51D, which could be an ana-
tomopathological indicator for neuronal
diseases and long-term addictions. In the
present study, the expression, purifica-
tion and characterization techniques of
the recombinant protein SNCA G51D are
presented, as well as aggregation assays.
Likewise, the circumstances for obtaining
the polyclonal type antibody directed
towards SNCA G51D are detailed. Op-
timization was also carried out for the
cloning of this variant, using the pET30a
vector, which gave us the greatest in si-
lico solubility. The recombinant protein
allowed the obtaining of a polyclonal anti
SNCA G51D antibody, which was partially
characterized and could be a significant
immunological tool in confirming the
existence of mutant proteins in samples
of interest.

Keywords: a-synuclein; o-synuclein G51D;
pET30a; genetic variant; polyclonal anti-
body; neurodegenerative diseases.
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Obtencao e caracterizacao
parcial da proteina humana
mutante a-sinucleina G51D e
da producao de seu anticorpo
policlonal

Resumo

A o-sinucleina (SNCA) é uma proteina
que participa da formacdo de agregados,
cuja presenca é caracteristica de todas
as a-sinucleinopatias e de alguns vicios.
Alteragdes no gene que codifica a SNCA
e na sintese desta proteina tém sido re-
lacionadas a processos de agregacao que
alteram sua conformagdo e adquirem ca-
pacidade de autoagregacdo, o que esta
relacionado a sua presenca nos neurdnios
e pode ser um fator fisiopatolégico sig-
nificativo na progressido da doenca. Uma
das variantes mais comuns do gene SNCA
é o G51D, que pode ser um indicador
anatomopatologico de doengas neuro-
nais e vicios de longo prazo. No presente
estudo sdo apresentadas técnicas de ex-
pressdo, purificagdo e caracterizacdo da
proteina recombinante SNCA G51D, bem
como ensaios de agregagdo. Da mesma
forma, sdo detalhadas as circunstancias
para obtengdo do anticorpo do tipo po-
liclonal direcionado para SNCA G51D.
Também foi realizada otimizagdo para
a clonagem desta variante, utilizando o
vetor pET30a, que nos proporcionou a
maior solubilidade in silico. A proteina
recombinante permitiu a obtencdo de
um anticorpo policlonal anti SNCA G51D,
que foi parcialmente caracterizado e po-
derd ser uma ferramenta imunolégica
significativa na confirmacdo da existéncia
de proteinas mutantes em amostras de
interesse.

Palavras-chave: a-sinucleina; a-sinucleina
G51D; pET30a; variante genética; anticor-
po policlonal; doengas neurodegenerativas.
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Introduccién

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenera-
tiva cronica que afecta a diez millones de personas en el mundo. Se
incluye actualmente en el grupo de las llamadas a-sinucleinopatias:
patologias que se caracterizan por acumulacion de cuerpos de in-
clusion de agregados proteicos de a-sinucleina (SNCA) en células
del cerebro [1, 2]. La acumulacion de SNCA genera toxicidad debido
a la presencia de variantes génicas autoagregantes, a la presencia de
duplicaciones en la secuencia génica, a la expresion diferencial de
isoformas, asi como a cambios en modificaciones postransduccio-
nales [3]. Ademas, la toxicidad también esta relacionada con las in-
clusiones citoplasmaticas conocidas como cuerpos de Lewy (CL) y las
neuritas de Lewy (NL), presentes también en las a-sinucleinopatias.
Dentro de las a-sinucleinopatias se encuentran otras patologias,
como la demencia de cuerpos de Lewy, la atrofia multisistémica y
la enfermedad de Alzheimer. Todas tienen en comdn el depoésito
anormal de SNCA en el citoplasma o en las neuritas de neuronas o
de células gliales.

La enfermedad de Parkinson y la demencia de cuerpos de Lewy se
caracterizan patolégicamente por la presencia de CL y NL en dife-
rentes areas del cerebro [4, 5]. Los componentes fundamentales
de los CL y NL son agregados de la proteina SNCA. Segln diver-
sos grupos de investigacion, esta proteina podria iniciar y propagar
la EP. Por ejemplo, las mutaciones en el gen que codifica para la
SNCA producen formas autosémicas dominantes en una reducida
proporcion de casos genéticos de EP. Ademas, las duplicaciones y
triplicaciones del gen SNCA pueden provocar EP [6]. Este hallazgo
evidencia que los niveles elevados de variantes de SNCA son toxicos
y pueden acelerar la aparicion de la enfermedad. Adicionalmente,
recientes estudios sostienen que la transmision de célula a célula
de formas agregadas de SNCA posibilitaria la progresion de la EP a
diversas areas cerebrales. Estos datos demuestran la importancia
patogénica de la SNCA y muestran que es una diana importante para
tratar EP y otras enfermedades neurolodgicas de causa similar [7-9].

Por otro lado, se han hallado pruebas de alteraciones en el gen de
la SNCA en el alcoholismo [10], pues el consumo de alcohol a largo
plazo y en grandes cantidades puede causar pérdida de neuronas,
especialmente de la corteza prefrontal. Esta region cerebral esta
vinculada con el progreso y persistencia de la adiccion al alcohol, y
es probable que el dafio neurotoxico exacerbe los efectos reforzan-
tes del alcohol y dificulte su tratamiento [11, 12]. La comprension
de los procesos de regulacion de la SNCA podria ser de gran ayuda
para comprender el rol de esta proteina sinaptica fundamental en la
enfermedad y su potencial intervencion terapéutica en trastornos
adictivos, sea mediante el uso de farmacos ya empleados en otras
patologias neurodegenerativas o con nuevos medicamentos [12].

La SNCA esta involucrada en la actividad sinaptica, en la plasticidad
neuronal y en diversas funciones de las neuronas dopaminérgicas,
lo que la vincula con el sistema de recompensa cerebral, que se ve
alterado en las adicciones, especialmente en el alcoholismo [13].
La SNCA fluye entre cerebro y sangre, como un mecanismo regula-
dor, que permite su deteccion en fluidos humanos [14]. Las inves-
tigaciones muestran una expresion diferencial del gen que codifica
para dicha proteina, asociada con la busqueda y deseo compulsi-
vo de alcohol (craving) [15]. En consecuencia, la SNCA podria ser
util como biomarcador periférico de alcoholismo crénico [16]. En
nuestro grupo de investigacion encontramos resultados similares
de expresion génica en una muestra de estudiantes universitarios
colombianos que tenian problemas de consumo de alcohol [17].

En la figura 1 se puede observar un alineamiento de secuencias de
las proteinas de SNCA, donde se evidencian regiones conservadas
en diversas especies y se comparan con la secuencia 001 (silvestre
humana). Las especies presentadas muestran un sitio en comun de

cambio en un aminoacido denotado por (). En dicho sitio, la glicina
(G) cambia por acido aspartico (D), lo que para algunos autores sugie-
re que, en humanos, la presencia de glicina podria estar asociada con
riesgo de padecer algunas enfermedades neurodegenerativas [18].
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Figura 1. Alineamiento de seis secuencias de diferentes especies para la proteina
SNCA, descargadas de la base de datos del NCBI y alineadas con la herramienta
Clustal Omega. Los aminoacidos resaltados en el recuadro muestran la posicion
51, en donde en humanos (EMBOSS-001) se encuentra glicina (G) y en otras es-
pecies se encuentra aspartato (D). El asterisco (*) indica que en dicha posicion los
residuos son 100% idénticos; los dos puntos (:) indican posiciones en las que se
han realizado sustituciones conservativas; y el punto (.) indica sustituciones menos
conservativas.

Nuestro grupo de investigacion se ha enfocado en la identifica-
cion de los diversos efectos de la SNCA que relacionan fenotipos
y genotipos similares entre enfermedades neurodegenerativas y
adiccion al alcohol (dafo neuroloégico, genes candidatos en comdn,
entre otros). Aunque otras investigaciones han evidenciado el efec-
to toxico de las fibrillas de SNCA en la supervivencia celular en las
a-sinucleinopatias [18], el efecto exacto de las variantes de este
gen en este fendbmeno no es muy claro. En consecuencia, en el pre-
sente estudio pretendemos establecer las condiciones de expresion,
purificacion y caracterizacion de un candidato de la proteina recom-
binante SNCA mutada (G51D), que es autoagregante [19-21]. Asi
mismo, buscamos obtener su anticuerpo policlonal con el proposito
de emplearlo en el grupo de investigacion para examinar la funcion
biolégica de variantes de la SNCA con caracteristicas prionicas, en
modelos in vivo de lineas celulares de tipo neuronal. Ademas, a fu-
turo se discutiran posibles mecanismos de accion, regulacion in vivo
y blancos terapéuticos posibles [22].

Materiales y métodos

PCR para amplificacion del gen de interés y obtencién
del vector de clonacién

El gen de la SNCA mutante G51D fue sintetizado mediante el méto-
do del fosfito-triéster en fase sélida. EL gen se amplificé por medio
de una PCR convencional con iniciadores descritos en la tabla 1. Al
vector pET30a se ligd el gen producto de la amplificacion.

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores disefiados para amplificacion del gen SNCA
(G51D).

Vector Iniciador directo 5’ - 3’ Iniciador reverso 5’ - 3’

GTTTAACTTTAAGAAGGAGA- | AGCAGCCGGATCTCAGTGGT-
TATACATATGCATCACCAC- | GGTGGTGGTGGTGCTCGAGT-
CACCATCACGACGTCTTTAT- GCGGCCGCAAGCTTTCAT-
GAAAGGCCTGAGCAAAGCG TATGCTTCCGGTTCGTAATC

pET30a

La amplificacion fue realizada con una unidad enzimatica de Taq Po-
limerasa (Thermo Fisher Scientific), MgCl2 (2,5 mM), buffer de la
ADN polimerasa (1X), dNTP’s (10 mM), agua tratada con dietilpiro-
carbonato (DEPC), iniciadores de PCR (tabla 1) y aproximadamente
50 ng del segmento del gen SNCA G51D. Los productos de PCR fue-
ron visualizados en gel de agarosa al 1% con tincion de bromuro de
etidio [21]. Se cortaron estas bandas del gel y se purificaron con el
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kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN Inc.). A 10 pg del vector, asi
como a los 2 pL de los fragmentos de ADN, se les sometio a la accion
de 1 pL de las enzimas de restriccion (2 U/uL), Ndel e Hindlll (New
England Biolabs Inc.). La union se llevo a cabo dejando la mezcla de
reaccion durante toda la noche a 4 °Cy utilizando 0,1 pL de la ADN
ligasa de T4 (2 U/puL) (New England Biolabs Inc.) [23]. Se obtuvo el
vector llamado pET30a con la secuencia de 6xHis SNCA G51D, cuyo

esquema se muestra en la ﬁgura 2.
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Figura 2. Imagen vector pET30a donde se resaltan los elementos esenciales para
su funcionamiento, incluido el sitio de cortes multiples por enzimas de restriccion.
Tomado de [24].

El procedimiento de digestion del vector y del inserto amplifi-
cado se llevd a cabo mediante la utilizacion de las enzimas de
restriccion Ndel e Hindlll, visualizadas bioinformaticamente con
NEBcutter2, y se produjeron los siguientes cortes en la secuencia
del gen (figura 3A) y en el vector pET30a (figuras 3B y 3C). Vale la
pena destacar que colindante con el sitio multiple de clonacion se
encuentra la etiqueta de histidinas que se emplearon en la purifica-
cion del producto de expresion.

Para el disefo del iniciador directo 5’ - 3’ fue adicionado al extremo
N-terminal de la secuencia sintetizada CATATG como sitio de reco-
nocimiento para la enzima Ndel.

GTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCATCACCACCACCATCAC
GACGTCTTTATGAAAGGCCTGAGCAAAGCG

Donde los puntos de corte son:
5’CATATG3’
3’GTATACS’

?

Para el disefio de iniciador reverso 5’ - 3’ fue adicionado al extremo
C-terminal de la secuencia sintetizada TAATGAAAGCTT codén de
parada y como sitio de reconocimiento para la enzima Hindlll.

AGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCC
GCAAGCTTTCATTATGCTTCCGGTTCGTAATC

Donde los puntos de corte fueron:

5 AAGCTT3
3'TTCGAAS’

?

Clonacién, obtencion de la variante del gen y transfor-
macion de células competentes

Previo a la fase experimental, para optimizar la expresion y la puri-
ficacion de la proteina recombinante SNCA mutante con la etiqueta
de histidinas, se probaron vectores de expresion que permitieran
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Figura 3. A: cortes calculados para la secuencia del gen SNCA G51D con tag de his-
tidinas con enzimas de restriccion Ndel e HindlIl; B: cortes calculados para el vector
con enzimas de restriccion Ndel e HindlIl; y C: cortes calculados para el vector con el
inserto con enzimas de restriccion Mlul Y Xhol.

aumento en la solubilidad de la proteina. Posteriormente se em-
plearon programas informaticos que estimaban la solubilidad de
la proteina unida a varias etiquetas moleculares aportadas por los
vectores de expresion que fueron utilizados. Los programas utiliza-
dos para estimar la solubilidad fueron: SolPro [25], ProSo Il [26] y
ESPRESSO [27].

Se cultivé una colonia de E. coli BL21 (DE3) en agar LB y se procedio
ainocular unvial de 10 mL de caldo LB, cuyo proceso de incubacion
se llevd a cabo a 37 °C a 200 rpm aproximadamente, con una dura-
cion de 18 h. Se obtuvo el 1% de este cultivo y se inoculé en 200 mL
de LBy seincub6 a 37 °Ca 200 rpm hasta obtener una densidad 6p-
tica (DO) de 0,45 - 0,60 a 600 nm. Luego se coloco en hielo durante
20 min, posteriormente se centrifugd a 4000 rpm, a 4 °C durante 5
min, donde se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 en buffer
(1,47 g de cloruro de calcio, 1,42 g de cloruro de magnesioy 0,32 g
de acetato de sodio en 100 mL de agua) paulatinamente hasta com-
pletar los 40 mL. Luego se centrifugd a 4000 rpm, a 4 °C durante 15
min, se desechd el sobrenadante y se resuspendio en 4 mL de buffer
estéril y frio (1,47 g CaCl, y 15 mL glicerol en 100 mL de agua). Para
finalizar, se prepararon alicuotas en tubos eppendorf de 200 Ly se
conservaron a -80 °C [28].

Para la transformacién, se emple6 un choque térmico a 200 pL de
células competentes en hielo durante 15 min, se procedi6 a la in-
corporacion de una cantidad de 5 a 15 pL del producto de la unién,
y se mantuvo la mezcla en hielo por un lapso de 10 min. Después
se produjo el choque térmico a 42 °C durante un lapso de 60a 90 s
y se restableci6 a temperatura ambiente por un periodo de 10 min.
A continuacién, se afiadi6 600 pL de caldo Luria Bertani (LB) sin
ningln tipo de antibiotico y la mezcla se almacend a 37 °C durante
una hora. Posteriormente, se procedi6 a tomar alicuotas de 50, 100
y 250 pL de las células transformadas y las mezclas se depositaron
en cajas de Petri que contenian kanamicina a una concentracion de
30 ug/ulL, se dispersaron en la superficie del medio de cultivo me-
diante una varilla de metal acodada, y se incubaron a 37 °C de 18 a
24 h [28].

Se implement6 el método de lisis alcalina para la obtencion de los
plasmidos bacterianos [23]. Después se realizd la verificacion del
inserto en los vectores extraidos y se confirmé mediante la amplifi-
cacion por PCR, asi como por perfiles de digestion del plasmido con
la enzima de restriccion EcoRV (Thermo Fisher Scientific). Se ob-
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tuvieron los perfiles de digestion del plasmido con esta enzima de
restriccion, mezclando 0,5 pL del plasmido con 0,5 pL de la enzima
(10 U/uL), 1 pL del buffer 10X de reaccién, y completando a 10 pL
con agua tratada con DEPC. En todos los casos, la visualizacion de
las amplificaciones y digestiones se realizé mediante electroforesis
en geles de agarosa teiidos con bromuro de etidio [28].

Expresion de las proteinas, lisis celular y deteccién de
las proteinas recombinantes

Se tomaron colonias de plasmidos recombinantes y se pusieron en
un medio LB con antibiotico de seleccion. Se diluy6 el cultivo 1:100
y se dejo crecer hasta que alcanzé una DO de aproximadamente 0,6
medidas espectrofotométricamente a 600 nm. Después se procedid
a la induccién de la expresion de la proteina afiadiendo IPTG (iso-
propil-B-D-1-tiogalactopiranésido) y 0,2 mM al medio de cultivo,
manteniendo la agitacion a 200 rpm y la temperatura a 37 °C hasta
alcanzar un valor de absorbancia entre 0,6 y 0,8. Para dar segui-
miento al proceso de induccion, se tomaron alicuotas de 1 mL cada
30 0 60 min. Una vez concluida la induccion, se procedi6 a recolec-
tar las bacterias mediante la centrifugacién a 6000 rpm por 15 min
a temperatura de 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se determin6
el peso htimedo de las células [29]. Los precipitados celulares se
resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA
pH 8,1% SDS y 50 mM NaCl; 5 mL/g). Posteriormente se agregd
lisozima a una concentracion final de 1 mg/mL y se le agregd un
grupo de inhibidores de proteasas (1 mM AEBSF, 14 uM E64, 15 uM
pepstatin A, 40 pM bestatin, 20 uM leupeptin y 0,8 uM aprotinin,
Sigma-Aldrich). El conjunto se incubd en hielo durante 30 min con
agitacion mecanica. Una vez transcurrido este tiempo, la muestra se
sometié a 5 min de sonicacion sobre hielo (50% de amplitud, 15 s
de pulsoy 15 s de reposo) y después fue centrifugada a 12.500 rpm
durante 15 min a 4 °C, el sobrenadante (fraccion soluble o protei-
na) y el precipitado (fraccion insoluble, células lisadas o cuerpos de
inclusion) se separaron [30].

Se evaluaron los lisados de los clones inducidos mediante electro-
foresis denaturante en gel de poliacrilamida y dodecil-sulfato de
sodio (SDS-PAGE) [31], y por medio de ensayos de Western blot.
En los ensayos de inmunodeteccion, las proteinas separadas por
SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa me-
diante el método de electro transferencia humeda [32]. En la rea-
lizacion de los Western blot se emplearon dos tipos diferentes de
anticuerpos primarios, anti etiqueta de histidinas y los anticuerpos
policlonales obtenidos en este estudio. Ademas, se utilizo el siste-
ma Biotina-estreptavidina conjugada a fosfatasa alcalina para de-
tectar la proteina recombinante [32, 33].

Purificacion, didlisis y reconcentracion de la proteina
recombinante

La fraccion soluble de cultivos E. coli BL21 (DE3) inducidos se
purifico parcialmente mediante cromatografia de afinidad a ni-
quel. Después se utilizo resina de niquel y acido nitrilotriacético
(Ni-NTA) como fase estacionaria y como fase movil, y buffer de lisis
(NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM pH 8,0) con diferentes concen-
traciones de imidazol para las etapas de union a la resina, lavado
y elucion, segln las instrucciones del fabricante (QIAGEN Inc.). La
purificacion se verific6 mediante SDS-PAGE y Western blot [29],
utilizando las proteinas no unidas a la resina, lavados y eluciones
recolectadas. Por Gltimo, se realiz6 la diélisis de proteina por medio
del kit Pur-A-L-lyzer mega 6000 dialysis (Sigma- Aldrich) [33].

Estudios de agregacion de SNCA recombinante

La proteina recombinante SNCA G51D con etiqueta de histidinas
fue almacenada en agua estéril. Se prepararon alicuotas de una con-
centracion de 346 uM y se mantuvieron a -20 °C. Después se di-
luyeron en alicuotas DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

a pH 4,0) hasta una concentracion de 59 uM. Se tomd y agitd una
alicuota a 800 rpm durante 48 h a 37 °C en un termoagitador, mo-
nitoreando la DO a 405 nm (Turbidez). Graficamos la DO vs. el tiem-
po. Como comparativo se utilizé proteina SNCA humana nativa. Los
ensayos fueron realizados por triplicado. La DO present6 como la
media * SD (desviacion estandar) y para la comparacion entre la
proteina nativa y recombinante se empled la prueba paramétrica de
t para igualdad de medias.

Produccion de anticuerpo policlonal anti-proteina
mutada SNCA

Inmunizacidn, recoleccién y titulacién del suero de conejo

La proteina recombinante purificada se empled como inmunégeno
en la elaboracion de suero policlonal. Para la obtencion de anticuer-
pos contra la proteina SNCA G51D con cola de histidinas, se llevo a
cabo ensayos con dos hembras de conejo, Orhyctolagus cuniculus, de
raza New Zealand White. Se inici6 el proceso aplicando 150 ug de
proteina SNCA G51D purificada y contenida en 500 pL de eluato y
500 pL de adyuvante incompleto de Freund para lograr un volumen
total de 1 mL. En la semana cero se aplico el adyuvante completo
de Freund. El protocolo de induccién del antisuero se extendi6 a un
lapso de tiempo aproximado de 12 semanas, con dosis de recuer-
do cada tres semanas, via subcutanea en ocho sitios diferentes del
lomo del animal.

La identificacion de anticuerpos se llevo a cabo mediante el ensayo
de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) indirecta [34], y tam-
bién los sueros obtenidos contra la proteina SNCA G51D se exa-
minaron con esta técnica. Se realiz6 el recubrimiento de los pozos
de la microplaca (Sigma-Aldrich) con 339,75 pg/mL de proteina
SNCA G51D. Se utilizd6 STCB-albumina como agente bloqueador
al 1%. Enseguida se realizaron dos lavados con PBS-T, se adiciona-
ron 200 pL de cada muestra (preinmune, después de la segunda y
después de la dltima semana inmunizacién) en diluciones seriadas
PBS-T. Después se incubaron en camara hiimeda a 37 °C por 2 h,
al cabo de las cuales se realizaron dos lavados con PBS-T; se agre-
g0 anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich,) a una dilucién 1:10000 en STCB; se incubaron a
37 °Cpor 1 hyse lavaron; y, posteriormente, se adiciono el sustrato
3,3’,5,5 tetrametilbenzidina (TMB) 100 pL/pocillo que dio lugar a
un producto de reaccion de color azul, la intensidad del color fue
proporcional a la concentracion de autoanticuerpos en la muestra.
Finalmente, se incubaron a 37 °C en la oscuridad y se afiadi6 acido
sulfiirico 2 M a cada pocillo para detener la reaccion. Esto dio lu-
gar a un color amarillo que se leyé a 450 nm en un lector de ELISA
(Dynatech international). Los datos obtenidos en las pruebas ELISA
fueron la DO a 450 nm para cada muestra de suero analizada. El
punto de corte (cut-off) se calculé como el promedio de los sueros
negativos * 2 desviaciones estandar. Cada ensayo se realiz6 por du-
plicado.

Purificacion de los anticuerpos por cromatografia de
afinidad

Se realizd cromatografia manual con columnas de vidrio y elucién
por gravedad [35]. Se pesaron 4 g de resina sepharosa 4B CNBr y
se agregaron 10 mL de solucion de bicarbonato de sodio NaHCO3
0,17 M con NaCl 150 mM, en la cual se disolvieron 20 mM del an-
tigeno (proteina recombinante purificada). Los anticuerpos se elu-
yeron mediante la adicion de 25 mL de buffer de elucion. Se midi6
la absorbancia de las fracciones obtenidas, empleando cubetas de
cuarzo (capacidad 1 mL), ajustando a cero el espectrofotometro a
280 nmy usando el tampon de elusion como blanco. Se elaboré la
grafica de nimero de tubo contra la absorbancia y se identificaron
los picos (no se presenta en este trabajo).
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Titulacién y evaluacién de los anticuerpos

Se analizaron los anticuerpos anti-proteina 6Xhis-SNCA G51D me-
diante ELISA. Con el fin de evaluar el titulo de los anticuerpos, se
emplearon diluciones del anticuerpo (1:1000) en los sueros, mante-
niendo una cantidad fija de antigeno proteina SNCA G51D (20 ng).
Para esto, se llevd a cabo la electroforesis del antigeno G51D en
un gel discontinuo de poliacrilamida bajo condiciones denaturan-
tes (SDS-PAGE). A continuacion, se realizé la transferencia del gel a
una membrana de nitrocelulosa y el anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo, unido a peroxidasa de rabano picante (Sigma-Aldrich)
en dilucién 1:5000, se incub6 durante una hora con la membrana a
temperatura ambiental. El sistema de revelado utilizado fue a partir
de sustratos cromogénicos (4-cloronaftol o DAB), lo que a su vez
produjo un producto coloreado que se deposit6 en la membrana.

Resultados y discusion

Obtencion y clonacion de 6Xhis-SNCA G51D en el
vector pET30a

La longitud de la secuencia de aminoacidos de la variante mas co-
man de la proteina SNCA es de 140 residuos de aminoacidos, y su
secuencia en formato FASTA fue descargada de la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) y se detalla
a continuacion, se resalta el residuo 51 que cambia en la variante
obtenida en este trabajo:

>NP_000336.1 alpha-synuclein isoform NACP140 [Homo sapiens]

MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKE
GVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATG
FVKKDQLGKNEEGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

El analisis bioinformatico ha constatado una mayor solubilidad
(50%) de la proteina mutante de 6HisX-SNCA G51D, especificamen-
te en el vector pET30a (tabla 2). La solubilidad de la SNCA G51D
expresada desde los otros vectores no fue concluyente, se encon-
tré diferencias entre uno u otro programa empleado, esto puede
ser debido a la matriz de comparacion de proteinas utilizadas para
alimentar cada programa. Se empleé la secuencia primaria de la
proteina sin etiquetas, donde se pudo constatar que la expresion de
esta proteina recombinante en el sistema heterélogo E. coli implica-
ria la incorporacion como cuerpos de inclusion. Este hecho evidencio
la relevancia de incorporar las etiquetas de histidinas para obtener
la version recombinante de manera soluble [36-39], aunque su fin
principal es la purificacion, la presencia de estos residuos de ami-
noacidos polares de carga positiva aumentaron la solubilidad de la
proteina recombinante que se deseaba obtener.

Tabla 2. Prediccion in silico de la solubilidad (%) de las proteinas recombinantes
SNCA G51D usando programas bioinformaticos en linea [25-27].

Plasmido Programa Programa Programa
recombinante SolPro (%) | ProSoll (%) | ESPRESSO (%)

pCOLD SNCA G51D 53,5 66,7 48,3
pET30 SNCA G51D 60,6 70,3 50,0
pET SUMO SNCA G51D 20,3 43,3 46,1
SNCA G51D 17,7 53,7 44,5

Los segmentos de ADN producto de la clonacion del gen 6xHis-SN-
CA G51D se muestran en la figura 4, en la que se aprecia el plasmi-
do circular (carril 1), en donde se observan varias bandas debido a
las diferentes conformaciones que puede tomar la forma circular
sin cortes, que pueden tener diferentes movilidades. Luego se ve
el plasmido digerido con Xhol/Mlul y se pueden observar los dos
fragmentos (carril 2) que se habian encontrado en el analisis in silico
con el cortador via web, mostrado en la figura 3C.

La secuencia del gen de 6xHis-SNCA G51D, que fue amplificada me-
diante PCR y posteriormente sometida a digestion y ligacion, fue
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% p/v con tincion de bromuro de
etidio. Carril 1: ADN plasmido circular. Carril 2: Plasmido digerido con Xhol/Mlul.
Carril 3: Marcador de tamafio de ADN.

clonada en el vector de expresion bacteriana pET30a, lo cual indico
la solucién mas adecuada para la proteina que se expres6. Mediante
el uso del programa NEBcutter2 [40] se examinaron las diversas en-
zimas que producian cortes en los extremos de la secuencia del gen
estudiado y que cortaban de igual manera al vector. De esta forma,
se han disefado los primeros vectores que amplificaron la secuencia
en estudio. Las caracteristicas de las enzimas seleccionadas, como
se ha observado en el disefio de iniciadores, fue Ndel e Hindlll, las
cuales cortaron la secuencia en un solo punto del gen de estudio en
su parte inicial (Ndel) y también en un solo punto en su parte final
(HindI11), asi como cortaron al vector en dos puntos con el propo-
sito de vincular el inserto correspondiente con la direccionalidad
adecuada (figuras 3A, 3By 3C). Ademas, se logré determinar la ade-
cuada incorporacion del vector, ya que las bacterias con el vector
incluido tuvieron resistencia a la Kanamicina, lo cual posibilité el
crecimiento bacteriano en presencia de Kanamicina en medio LB.

Expresion y purificacion de la proteina recombinante

La expresion proteica se verifico mediante electroforesis SDS-PAGE
del lisado celular y fracciones de la cromatografia de afinidad, te-
fidas con azul de Coomassie (figura 5). Al ser una proteina recom-
binante con una etiqueta de histidinas, se eluyeron las fracciones
de la cromatografia de afinidad con un agente competitivo como el
imidazol en concentraciones crecientes, la recuperacion de proteina
mostré mayor rendimiento entre 50 y 100 mM. Se observo una li-
gera diferencia entre la induccion con IPTG 0,3 mM a 15y 37 °C, el
rendimiento es un poco mayor a esta ultima temperatura.
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Figura 5. A: SDS-PAGE analisis de expresion SNCA G51D en BL21 (DE3). Linea M:
marcador de masa molecular. Linea O: lisado celular sin induccién. Linea 1: lisado
celular con 0,2 mM IPTG inducido a 15 °C, 16 h. Linea 2: lisado celular con 0,2 mM
IPTG inducido a 37 °C, 16 h. B: SDS-PAGE analisis de proteina 6xHis-SNCA G51D en
lisado de células enteras obtenida por cromatografia de afinidad. Linea M: marcador
de masa molecular. Linea 1: sobrenadante después centrifugacion. Linea 2: flujo no
unido. Lineas 3-5: fracciones eluidas con 50 mM imidazole. Lineas 6-8: fracciones
eluidas con 100 mM imidazol. Linea 9: fracciones eluidas con 300 mM imidazol. La
flecha negra indica la proteina de interés.

En las figuras 5 y 6 se puede observar el SDS-PAGE y el Western
blot para la reunion de fracciones recolectadas en las que se ha-
Llaba la proteina de interés. Se empleo el anticuerpo anti-His para
la identificacion de la proteina recombinante (figura 6A), aprove-
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chando su etiqueta de histidinas. Cuando se emplean los anticuer-
pos policlonales obtenidos contra 6xHis-SNCA G51D (figura 6B) se
observa una banda mas gruesa alrededor de los 15 kDa, aunque se
evidencian alguna inespecificidad en pesos moleculares menores en
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Figura 6. A: proteina 6xHis-SNCA G51D en SDS-page (izquierda) y Western blot
(derecha); carril M1: marcador SDS-PAGE (kDa) y carril M2: marcador Western blot
(usando anticuerpo Anti-His). B: membrana incubada con anticuerpo policlonal
obtenido y diluido (1:1000); carril 1: adiciéon 20 ng proteina 6xHis-SNCA G51D,
anticuerpo conejo A, segundo anticuerpo dilucion (1:5000); y carril 2: adiciéon 20 ng
proteina 6xHis-SNCA G51D, anticuerpo conejo B, segundo anticuerpo dilucion
(1:5000), exposicion de 30 s.

Se observo la expresion de una banda alrededor de 15 kDa para
6xHis-SNCA G51D. Este valor es cercano al peso molecular de nues-
tra proteina de interés. En esta investigacion se optimizo la concen-
tracion del inductor IPTG que fue de 0,2 mM y se optimizo6 la densi-
dad 6ptica a 600 nm entre 0,45 y 0,65, con una agitacion constante
de 220 rpm aprox.

Dado que la proteina se encuentra en la fraccion soluble y apro-
vechando la presencia de histidinas en el extremo amino terminal,
se llevo a cabo una purificacion directa mediante cromatografia de
afinidad con Ni-NTA. Con esta técnica de niquel para la purificacion
de la 6xHis-SNCA G51D se obtuvieron excelentes valores de rendi-
miento. Por otro lado, se utilizd la caracteristica de concentracién
(la relacion entre el cultivo inicial y el volumen de buffer de unién,
lavado y elucidn), y las condiciones de astringencia que se reflejan
en la concentracion de imidazol, en los buffers de unién, lavado y
elucion.

Con el fin de optimizar las condiciones de astringencia de la cro-
matografia de afinidad (concentracion de Imidazol en los buffe-
res de union, lavado y elucién), se optd por elaborar esquemas de
elucion escalonados, empleando bufferes de elucion con diversas
concentraciones de imidazol. Por lo tanto, observando el perfil de
los eluidos por SDS-PAGE (figura 5), se pudo obtener la proteina
recombinante con un grado de pureza superior. Para el disefio de
tales cromatografias escalonadas, se buscd realizar los lavados
caracteristicos de este proceso con un buffer que representase la
menor condicion de astringencia posible; y asi retener al maximo
la proteina 6xHis-SNCA G51D. En todos los pasos de elucion se uti-
liz6 un volumen del respectivo buffer igual al volumen de resina
empleada. En los eluidos con 50 y 100 mM de imidazol se aprecia
que la banda entre 14y 15 kDa de la proteina recombinante es muy
amplia. No se evidencia la presencia de gran contenido de bandas
inespecificas, algunas a una masa molecular menor, quiza producto
de la degradacion de la proteina de interés, pues empleando el an-
ticuerpo policlonal fabricado se observan algunas inespecifidades
en el Western blot (figura 6B). Los resultados alcanzados se deben
a diversas estrategias utilizadas para purificar la 6xHis-SNCA G51D.
Todos los ensayos realizados lograron resultados tangibles; sin
embargo, la seleccion de un esquema de elucion escalonada en una
cromatografia de afinidad a Ni-NTA, junto con ciertas modificacio-
nes en el proceso de lisis, posibilitd de manera efectiva la purifica-
cion parcial de la proteina recombinante de interés.

Estudios de agregacion de SNCA recombinante

En la figura 7 se puede apreciar el impacto a nivel in vitro de la
mutacion en la agregacion de la proteina 6Hisx-SNCA G51D, en
el cual se determind que la mutacidn estaria ejerciendo al final de
las 48 h un efecto de casi el doble de agregaciéon comparada con la
proteina silvestre, lo cual evidencia una diferencia estadisticamente
significativa (con un p = 0,05) entre el comportamiento de los dos
tipos de proteinas, pues la mutacion tendria un efecto de casi el do-
ble de agregacion comparada con la proteina silvestre. La proteina
SNCA mutante cambia su conformacion, pasa de una a-hélice a una
hoja-f, y diversos estudios demuestran que en este tipo de confor-
macion se encuentra un sitio llamado “escaleras de hebras transver-
sales” [21, 40]. En la figura 8 se puede observar el modelamiento
de las estructuras nativas de SNCA y la mutante G51D, donde se
evidencia el cambio en la estructura tridimensional de la proteina
con la introduccion del residuo de aspartato en la posicion 51.

Estudio de agregacion de a-sinucleina y mutada
G51D
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Figura 7. Estudios de agregacion de SNCA silvestre (azul) y mutada G51D (naranja).
Nivel de significancia p = 0,05.
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Figura 8. Modelo SNCA nativa (A) y modelo SNCA G51D mutante (B) obtenidos por
el servidor Swiss-Model y visualizadas con Pymol.

Produccion de anticuerpo policlonal anti 6xHis-SNCA
G51D, titulacion del suero de conejo por ELISA y en-
sayo de Western blot para los anticuerpos purificados

Después de realizar las sangrias, es decir, posterior a la inmuniza-
cion final, se hicieron ensayos de ELISA y se establecieron los titulos
de los anticuerpos (tabla 3). Los resultados de ELISA mostraron que
el titulo en el conejo A fue de 1:32K y en el conejo B de 1:256K
contra la 6xHis-SNCA G51D como se puede apreciar en el Western
blot (figura 6a).

Los resultados de ELISA que se presentan en la tabla 3 indicaron que
el titulo para el anticuerpo purificado del conejo A fue de 1:128K,
y para el conejo B de 1:128K contra la 6xHis-SNCA G51D. A mayor
concentracion de anticuerpos en la muestra, mayor fue la dilucién
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Tabla 3. Prueba de Elisa después de las inmunizaciones y del anticuerpo purificado. Diluciones orientativas de trabajo para el titulo del anticuerpo anti 6xHis-SNCA-
G51D. Lectura de OD a 450 nm. Los resultados de ELISA indicaron que el titulo del conejo A fue de 1:32K, y para el conejo B de 1:8K (valores resaltados en rojo).

Prueba de Elisa después de la segunda inmunizacion
Muestra Blk Dil 1:1K | Dil 1:2K | Dil 1:4K | Dil 1:8K | Dil 1:16K | Dil 1:32K | Dil 1:64K | Dil 1:128K | Dil 1:256K | Dil 1:512K CN
A 0,036 0,329 0,29 0,278 0,216 0,162 0,123 0,099 0,08 0,061 0,059 0,039
B 0041 | 027 | 0223 | 0,183 0,153 0,106 0,054 0,054 0,053 0,042 0,052 0,039
Prueba de Elisa después de la inmunizaci6n final
A 0,022 0,3 0,317 0,232 0,201 0,208 0,147 0,082 0,116 0,023 0,095 0,048
B 0,038 0,301 0,329 0,319 0,299 0,274 0,249 0,202 0,166 0,111 0,106 0,042
Prueba de Elisa para el anticuerpo purificado

A 0,045 0,789 0,796 0,853 0,645 0,543 0,411 0,164 0,18 0,066 0,094 0,047
0,057 0,87 0,837 0,85 0,781 0,555 0,391 0,204 0,151 0,107 0,1 0,056

Dil: dilucion

CN: control negativo
Blk: blanco

capaz de dar una reaccion positiva a la prueba. Los resultados los
expresamos con el término de “titulo” de la muestra, que esta de-
finido como el inverso de la maxima dilucién que da una reaccién
francamente positiva en esta prueba determinada. Como se observa
en la figura 6B, bajo las condiciones estudiadas el anticuerpo poli-
clonal obtenido presenta reconocimiento especifico contra la pro-
teina recombinante fabricada.

Se pudo evidenciar que el anticuerpo policlonal obtenido permiti6
el reconocimiento mediante Western blot de una banda ubicada
aproximadamente entre 14 y 15 KDa en los lisados bacterianos y
fracciones obtenidas en todas las concentraciones proteicas utili-
zadas en este ensayo (figura 6); sin embargo, se observo el recono-
cimiento inespecifico a masas moleculares menores, posiblemente
debido a la degradacion de la proteina recombinante o a un recono-
cimiento inespecifico del mismo. No hay que olvidar que el méto-
do de extraccion y purificacion por cromatografia de afinidad de la
proteina que se inoculd a los conejos se evidencid por electroforesis
PAGE, pudo contener trazas de otros antigenos del mismo peso mo-
lecular.

Finalmente, el anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina
6xHis-SNCA-G51D permiti6 el reconocimiento de la proteina de
interés en el control de calidad (tabla 4) en dilucion 1:128 y se se-
lecciond un punto de corte que maximizara la sensibilidad y especi-
ficidad de la prueba ELISA de 2,1.

Tabla 4. Prueba de control de calidad para el anticuerpo purificado.

Anticuerpo Dilucién validada | S/valor C.O Estandar
Anti SNCA S/C.O>=1
G51D 1:128 1,82/1,28 C.0.=2,1T*NC.
S: valor de OD de la muestra.
C.O: valor limite de OD = 2,1
NC: Control negativo
Conclusiones

El estudio consisti6 en la obtencion y caracterizacion parcial de la
proteina humana mutante SNCA G51D y de su anticuerpo policlo-
nal. Se identificaron las mejores condiciones de expresion, purifi-
cacion y caracterizacion de la proteina recombinante 6xHis-SNCA
G51D. Se establecieron escenarios para la obtencion del anticuerpo
de tipo policlonal, dirigido hacia el antigeno 6xHis-SNCA G51D. Se
llevo a cabo la optimizacion para la clonacion del gen de estudio
mediante la utilizacion del vector pET30a, el cual nos brind6 la
mayor solubilidad in silico. La proteina obtenida posibilito la obten-
cion de un anticuerpo policlonal antiproteina mutada 6xHis-SNCA
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G51D, lo cual fue una herramienta inmunoldgica relevante en la
confirmacion de la existencia de proteinas mutantes en relacion con
la SNCA. Ademas, con la realizacion del estudio in vitro, se ha logra-
do demostrar la mayor agregacion de la proteina mutante obtenida.
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