URAN

Universidad
Antonio Narino

Evaluacion de la expresion de subunidades recombinantes del receptor NMDA en la linea
celular HEK-293.

Evaluation of recombinant NMDA receptor subunit expression in the HEK-293 cell line

Stephany Valentina Duque Guevara

Programa de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad Antonio Narifio.

Dirigido por:
Edwin Alfredo Reyes Guzman PhD.
Laura Inés Cuervo Soto PhD.

2023



Evaluacion de la expresion de subunidades recombinantes del receptor NMDA en la linea
celular HEK-293.

Evaluation of recombinant NMDA receptor subunit expression in the HEK-293 cell line

Stephany Valentina Duque Guevara

Programa de Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad Antonio Narifio.

Dirigido por:
Edwin Alfredo Reyes Guzman PhD.
Laura Inés Cuervo Soto PhD.

2023

Graphical Abstract (GA)

GA Figura:

I
I

I

I

I

I

I

I

\

\

\

\

GIUNT/GIuN2A GIuN1/GIuN2B f'\) :
_/ « !

\

O — |

— \

\

m ' ) '
{ \

W, -~ HEK293t ” H

| \

\

\

\

GA Texto: Evaluacion de la expresion de
subunidades recombinantes del receptor NMDA en

la linea celular HEK-293.



Resumen

El receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) desempeiia un papel crucial en la funcién sindptica y
la plasticidad neuronal, pero su hiperactivacion puede llevar a la excitotoxicidad, un fenémeno
implicado en diversas enfermedades neurodegenerativas. En este contexto, el uso de péptidos
derivados de toxinas animales ha surgido como una estrategia prometedora para modular
selectivamente la actividad del receptor NMDA y contrarrestar la excitotoxicidad. Estos
péptidos, provenientes de diversas fuentes como serpientes y arafias, actlian como ligandos
especificos del receptor NMDA y pueden funcionar como agonistas, antagonistas o moduladores
alostéricos, interactuando con diferentes sitios de unidon en el receptor. Su capacidad para
modular la actividad del receptor NMDA con alta especificidad y afinidad los convierte en
herramientas valiosas para investigar la funcion y la regulacion de este receptor. Para evaluar los
efectos de los péptidos en el receptor NMDA, se han utilizado sistemas de expresion
recombinante de las subunidades del receptor en células heter6logas. Mediante la sobreexpresion
de subunidades recombinantes del receptor NMDA, se han estudiado los efectos de los péptidos
sobre la funcion del receptor, la cinética de la corriente idnica y la respuesta sinaptica,
proporcionando informacion detallada sobre su actividad y mecanismos de accion. En este
trabajo se evalud la expresion de las subunidades recombinantes del receptor NMDA
(GluN1/GluN2A) y (GluN1/GluN2B) en la linea celular HEK293t como estudio preliminar para
posteriormente evaluar la especificidad del péptido Pb53a, el cual fue disefiado a partir del

veneno de la arafia colombiana Phoneutra boliviensis.



Abstract

The NMDA (N-methyl-D-aspartate) receptor plays a crucial role in synaptic function and
neuronal plasticity, but its hyperactivation can lead to excitotoxicity, a phenomenon implicated
in several neurodegenerative diseases. In this context, the use of peptides derived from animal
toxins has emerged as a promising strategy to selectively modulate NMDA receptor activity and
counteract excitotoxicity. These peptides, from diverse sources such as snakes and spiders, act
as specific ligands of the NMDA receptor and can function as agonists, antagonists or allosteric
modulators, interacting with different binding sites on the receptor. Their ability to modulate
NMDA receptor activity with high specificity and affinity makes them valuable tools for
investigating NMDA receptor function and regulation. To assess the effects of peptides on the
NMDA receptor, recombinant expression systems of the receptor subunits in heterologous cells
have been used. By overexpressing recombinant NMDA receptor subunits, the effects of
peptides on receptor function, ionic current kinetics and synaptic response have been studied,
providing detailed information on their activity and mechanisms of action. In this work, the
expression of recombinant NMDA receptor subunits (GluN1/GluN2A) and (GluN1/GluN2B)
was evaluated in the HEK293t cell line as a preliminary study to subsequently evaluate the
specificity of the Pb53a peptide, which was designed from the venom of the Colombian spider

Phoneutra boliviensis.
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1. Introduccion

A lo largo del tiempo se han estudiado las enfermedades cardiovasculares (ECV), estas
conforman un grupo de cambios fisiologicos que afectan el sistema circulatorio. Entre estos se
encuentran los accidentes cardiovasculares (ACV), que pueden ser hemorragicos o isquémicos.
En este caso nos enfocaremos en la problematica del accidente cardiovascular isquémico que es
considerado la enfermedad neuroldgica mas incapacitante. El ACV isquémico es causado por la
obstruccion del flujo sanguineo, agotamiento de las reservas de energia como la glucosa y el
oxigeno provocando dafio neuronal y lisis (Puentes Madera, IC 2014 ), lo que conduce a la
liberacion excesiva de varias moléculas, incluido el neurotransmisor glutamato, provocando una
sobreestimulacion en los canales i6nicos, principalmente el receptor N-metil-D-Aspartato

(NMDA) afectando los niveles del Ca**.

El glutamato es el neurotransmisor mas abundante en el cerebro, desempefia un papel crucial a
nivel neurobiologico, y se dirige a dos familias de receptores: receptores de glutamato
ionotropicos (iGluR) y receptores de glutamato metabotrépicos (mGluR) asociados a las
membranas de las neuronas pre y postsinapticas en el sistema nervioso central (SNC), en especial
actia como principal neurotransmisor por estimulacion de neuronas postsinapticas.
(Collingridge-G,L et al., 2009; Medina Marin et al., 2002; Paoletti, P et al., 2013;Retallack, G.
Jet al., 2002; Watkins, J. C et al ., 2006). A su vez se clasifican como receptores N -metil-D-
aspartato (NMDAR) y no NMDA: receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propioénico (AMPAR) y receptores de Kainato (Pierre Paoletti et al., 2013; Traynelis et al., 2010,
Los iGluR de tipo NMDA estan involucrados en la plasticidad sinéptica y son esenciales para
procesos moleculares del aprendizaje y memoria, son canales idnicos que permiten la entrada de

Na *, K"y Ca?" (Myers et al., 2019; XiangWei et al., 2013).



La elevada concentracion del ién Ca*? intracelular activa varias cascadas enzimaticas
dependientes de calcio, como las calmodulinas, las fosfolipasas, proteina kinasa C (PKC),
proteasas, 6xido nitrico sintasa (NOS) y la generacion de radicales libres. Varios de estos
procesos, en conjunto con la producciéon de acido araquiddnico y factores activadores de
plaquetas promueven la liberacion de mas glutamato extracelular capaz de mantener la

estimulacion de los receptores y por consiguiente elevar el dafio neuronal (Gill S et al., 2001).

El interés por los receptores NMDA se increment6 una vez identificados los agonistas,
coagonistas y antagonistas (Li, Krupa, Kang, Bolshakov, & Liu, 2009). Ademas el disefio de
farmacos clinicos con la capacidad de bloquear los receptores de glutamato surgen como
iniciativa de tratar la epilepsia, espasticidad y prevencion del dafo isquémico por medio de la
neuroproteccion (Ej, un derrame cerebral y lesion en la cabeza o la columna vertebral (Tomek,
Lacrosse, Nemirovsky, & Olive, 2013). Antagonistas dirigidos bien sea, al sitio de unioén de
glutamato, al sitio de union de la glicina, al sitio de union al canal idnico o sitios de regulacion
alostérica del receptor. Sin embargo, estos acercamientos no han sido totalmente efectivos

(Traynelis et al. 2010; Kotermanski, S et a/ .2009).

Los NMDAR estan compuestos de tres subunidades: GluN1, GluN2 y GIuN3 (Myers et
al.,2019),se encuentran con mayor frecuencia en forma de diheterotetrimero compuestos por dos
subunidades GluN1 y dos subunidades GluN2, donde la subunidad GIuN1 es producto del gen
GRIN1 expresado en todo SNC y contiene un sitio de union a glicina (XiangWei et al., 2018);
por otro lado la union del glutamato a NMDAR ocurre en la subunidad GluN2 ,la cual se
encuentra en cuatro isoformas: GIluN2A, GluN2B, GluN2C y GluN2D (codificadas por genes de
GRIN 2A, 2B, 2C y 2D respectivamente); esta subunidad presenta gran variedad en cuanto

perfiles de expresion espacial, junto a distintas propiedades farmacologicas y biofisicas, lo que



sugiere que la desregulacion de diferentes subunidades de GluN2 puede ocasionar patologias

distintas (Vance, Hansen, & Traynelis, 2012).

En estudios realizados por Estrada-Gomez et al., 2015, reportaron en el veneno de la arafia
colombiana Phoneutria boliviensis, la presencia de dos péptidos: Ctenitoxina-Pb48 y
Ctenitoxina-Pb53. Estos dos péptidos tienen homologia con péptidos que interactuan con el
receptor NMDA, por lo que infieren que podrian tener alglin tipo de interaccion y efecto sobre
el receptor. Sin embargo, la secuencia de los péptidos Ctenitoxina-Pb48 y Ctenitoxina-Pb53 no
fue elucidada completamente, por lo que Carvajal J y Reyes-Guzman propusieron una secuencia
a partir de estudios in silico, especificamente la secuencia CDLAMGNCICK para la
Ctenitoxina-Pb48 y denominada como Pb48 y la secuencia ESNFKIGMAIR para Ctenitoxina-
Pb53 denominada Pb53a “(Tesis pregrado, 2020)”. Posteriormente, Bermudez S, Villate S y
Reyes-Guzman realizaron un andlisis de la citotoxicidad del péptido sintético Pb53a en la linea
celular HEK293, en donde los resultados indicaron que dicho péptido no tenia efecto
significativo que afectara la viabilidad de la linea celular HEK-293 “(Tesis pregrado, 2021)” y
en modelos in vitro que expresen las subunidades GluN2B como lo son las neuronas

hipocampales de rata. “(Tesis pregrado, 2022)”.

En este estudio se evalud la eficiencia en la transfeccion de subunidades recombinantes del
receptor NMDA (GluN1/GluN2A) y (GluN1/GluN2B) en la linea celular HEK293,

estandarizando un protocolo de purificacion de DNA plasmidico.

2. Materiales y métodos



2.1 Plasmidos
Los vectores de expresion denominados pcDNA3.1, pcDNA 1.1 y pRKS5 (Addgene-Cambridge,
MA), conteniendo las subunidades del NMDAR de rata GluN1, GIluN2A y GluN2B y acopladas
a la proteina verde fluorescente GFP, fueron utilizados para transfectar células HEK-293 y

evaluar su expresion.

2.2 Purificacion de los plasmidos

Durante la extraccion del ADN plasmidico, este suele estar acompafiado de diversos
contaminantes, como proteinas celulares, enzimas, restos de ARN y productos de reaccion
enzimatica, los cuales pueden afectar negativamente la eficiencia de las transfecciones y la
estabilidad del ADN plasmidico, asi como interferir en los analisis posteriores. Asi mismo,
concentrar el ADN plasmidico es esencial para asegurar una dosis adecuada en los experimentos
de transfeccion. Un ADN plasmidico de alta calidad es mas estable y menos propenso a la
degradacion, lo que garantiza la eficiencia y reproducibilidad de los experimentos (Stadler ef al.,
2004; Andreou LV, 2013).

Con el fin de obtener el DNA plasmidico de las subunidades recombinantes del NMDAR, se
utilizo el protocolo de lisis alcalina, siguiendo las indicaciones de (Maniatis Molecular
Protocols). Inicialmente, se prepard un cultivo de las bacterias que contenian el plasmido en
caldo nutritivo incubado durante 24 horas a 35°C. Las células fueron obtenidas por
centrifugacion a 8000 g por 5 minutos. A cada tubo se le afiadieron 100 puL de la solucion I
(Glucosa a 50 mM, de TrisCL a 25 mM y de EDTA a 10 mM a un pH de 8,0), y fue agitado en
vortex, luego, se afiadioé 200 ulde la solucion II (SDS 1 % (w/v) y NaOH a 0,2 N), se mezclo

suavemente por inversion y se adicioné 150 pL de la solucion IIT (acetato de Potasio a 5 M, agua



y acido acético glacial a 3 M), se mezclaron fuertemente por inversion en 10 tiempos. Se dejaron
en la nevera 5 minutos. Transcurrido este lapso de tiempo fueron centrifugados nuevamente
durante 5 min a una temperatura de 4°C a 13000 rpm, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo
nuevo y se le agregd 1 mL de etanol al 100%. Posteriormente, se centrifugd bajo las mismas
condiciones, se descarto el sobrenadante y se realizaron 3 lavados con etanol al 70%. Los tubos
fueron colocados con la tapa abierta de manera invertida sobre toalla de papel para recoger el
etanol sobrante, posterior a esto se dejo evaporar durante 3 min. Finalmente, el pellet de DNA
plasmidico se resuspendio en 30uL de agua destilada esteril, y se almacend a -20°C. Con el fin
de verificar la presencia del DNA plasmidico se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al

1%, vy se cuantificoé en un nanodrop serie DS-11 de la marca Denovix.
>y

2.3 Cultivo celular de la linea HEK293
Para el cultivo celular se uso la linea celular eucaridtica adherente de rifion de embrién humano
6 HEK-293 (Human Embryonic Kidney, ATCC, Manassas, VA) por sus siglas en inglés. Los
cultivos celulares se mantuvieron de forma rutinaria en medio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado (Thermo Fisher) soportado con antibidtico 1% Pen/strep y 10%
de Suero fetal bovino (SFB). Las células se cultivaron en frascos de cultivo celular de cuello
inclinado rectangular (flask) (Thermo Fisher Scientific) de 75 cm?. Cultivos con una confluencia
del 80% se tripsinizaron y se realizo el correspondiente pase celular seglin la relacion de siembra
haciendo conteo celular por el método de exclusion de azul de tripan. Las células se mantuvieron
en una incubadora de cultivo celular con una temperatura de 37 °C en 5% de CO: y aire

humidificado.



2.4 Expresion de subunidades recombinantes del NMDAR

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron 64.000 células HEK293 en 500 uL./pozo de medio
DMEM high glucose (Invitrogen) suplementado con suero fetal bovino (Heat Inactivated Fetal
Bovine Serum, HI FBS, Invitrogen), para que las células tengan una confluencia del 70-90 % en
el momento de la transfeccion. Se sembraron las células en laminillas de vidrio previo
recubrimiento con Poli-D-Lisina (50 ug/mL) en 18 pozos de placa de 24 pozos empleando 9
pozos para la subunidad GluN2A vy los 9 restantes para la subunidad GluN2B y se incubaron a
37°C, 5% CO2y 95% de humedad. Transcurrido este tiempo se trasfectaron las células HEK293
con cada uno de los plasmidos, usando lipofectamina 2000 (Invitrogen), para ello se rotularon 2
tubos eppendorf para GIuN2A y GluN2B, se anadieron a cada uno 900 pL de medio Opti-MEM,
4 pL de la subunidad GluN1 en cada tubo, 10 pL GIluN2A y 14 uL. GIuN2B respectivamente,
por ultimo se afadieron 15,75 pL de lipofectamina 2000, se agitd suavemente los tubos y se
dejaron a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente se agregaron 100 uL de la
mezcla respectiva a los los pozos de la subunidad correspondiente, se mezcld suavemente la
placa y se incubé manteniendo las condiciones antes mencionadas durante 4 h.

Transcurrido este lapso de tiempo se preparé una solucion de 5 mL de medio DMEM
suplementado y 24 pL. de ketamina con el fin de disminuir la citotoxicidad de las células HEK-
293 por accion del NMDAR. Se retiraron 250 puL de cada uno de los 18 pozos y se agregaron
250 pL de la mezcla previamente preparada y se incubaron durante 24 horas a 37°C, 5% COzy
95% de humedad.

Una vez realizada la transfeccion y culminado este tiempo se evidencio que el proceso fue
eficiente mediante deteccion de fluorescencia de la proteina reportera (EGFP) empleando un

microscopio de fluorescencia Invitrogen EVOS - M7000.



3. Resultados y Discusion

3.1. Purificacion del DNA plasmidico que contiene los genes GluNla, GluN2A y

GluN2B del receptor NMDA.
Durante la preparacion del ADN plasmidico, es esencial eliminar el ADN genomico de las
bacterias, el cual puede interferir en las reacciones de trasfeccion (Burrell, M. M. 2003; Ausubel
et al., 2005). En este trabajo se realizé la purificacion del ADN plasmidico de las subunidades
GluNla, GluN2A y GIluN2B del receptor NMDA, utilizando el protocolo de lisis alcalina
(Maniatis Molecular Protocols). EIl DNA plasmidico obtenido fue verificado en gel de agarosa
al 1% para determinar su integridad. La figura 1 muestra bandas Unicas para cada plasmido, lo
que determina un DNA plasmidico de calidad para ser usado en el proceso de trasfeccion. Por
otra parte, se determiné la concentracion usando nanodrop, las cuales estuvieron en rango de 234
a 4121 ng/uL y su relacion 260/280 (1.8 a 2.0) (tabla 2), lo que determina un DNA plasmidico

Optimo para ser usado en la transfeccion.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1% DNA plasmidico subunidades recombinantes del NMDAR. Carril 1:
Marcador de peso. Carriles 2 y 3: Subunidad GluN1a. Carriles 4 y 5: Subunidad GIuN2A. Carriles 6 y 7: Subunidad

GIluN2B.



Tabla 1. Concentracion DNA plasmidico de las subunidades recombinantes NMDAR

Plasmido Concentraciéon Relacion 260/280
ng/pL
GluN1 418,105 1,8
GluN1 4121,105 2,1
GIluN2A 389,469 1,6
GIluN2A 689,400 1,7
GIluN2B 476,379 1,7
GIluN2B 234,300 1,7

3.2 Estandarizacion y mantenimiento de un cultivo de la linea celular HEK-293t.

Con el fin de expresar los genes de las subunidades del receptor NMDAR presentes en el DNA
plasmidico previamente purificado, fue necesario realizar un cultivo de la linea celular HEK-
293t. La linea celular fue escogida debido a que no es una linea neuronal y se buscd expresar
subunidades del receptor neuronal lo cual permite hacer andlisis de especificidad. Las células
HEK293t son altamente susceptibles a la transfeccion, esto las hace adecuadas para la expresion
y produccion de proteinas recombinantes, asi como para estudios de sefializacion celular y
manipulacion genética. Las células HEK293t son adherentes y se pueden mantener en medios de
cultivo estandar. Ademas, tienen una tasa de crecimiento rapida, lo que permite obtener grandes
cantidades de células en poco tiempo.

Teniendo en cuenta lo anterior se realizaron varios cultivos celulares los cuales fueron
correspondientes con la morfologia celular de la linea y estuvieron libres de contaminacion

(Figura 2).



Fig. 2. Células HEK-293t pase 3 magnificacion 10x 48 horas desde la siembra

Ademas, se obtuvo una viabilidad entre 97%-100% (Figura 3), puesto que el mantenimiento de

estas fue eficaz y no hubo gran porcentaje de muerte celular.

Fig. 3. Células HEK-293t pase 3 magnificacion 20x 48 horas desde la siembra



3.3. Expresion de las subunidades recombinantes del receptor NMDA (GluN1/GluN2A) y
(GluN1/GluN2B) en la linea celular HEK293t.

Al tener unas células con morfologia adecuada y buena viabilidad se procedié a realizar la
expresion de las subunidades recombinantes del receptor NMDA por medio de la técnica de
transfeccion empleando un kit de lipofectamina 2000.

El andlisis de las diferentes combinaciones de subunidades del receptor NMDA es crucial para
comprender su diversidad funcional y su importancia en el sistema nervioso. La combinacion de
diferentes subunidades del receptor NMDA influye en sus propiedades funcionales, como la
afinidad por los ligandos, la cinética de la corriente idnica y la respuesta sinaptica. Ademas, las
diferentes combinaciones de subunidades se expresan de manera heterogénea en regiones
cerebrales especificas y en diferentes etapas del desarrollo neuronal, lo que confiere una
diversidad funcional a los receptores NMDA. Por tanto, en este trabajo se buscoé la expresion de
las siguientes combinaciones de subunidades; (GluN1/GluN2A) y (GluN1/GluN2B). Cada gen
de las subunidades est4d ademas fusionado con el gen de la proteina verde fluorescente mejorada
(EGFP). Cabe resaltar que la proteina verde fluorescente es un marcador de expresion que se
excita a una longitud de onda de 489 nm y emite fluorescencia a 511 nm, esto debido a la
formacion del nucleo fluorescente conjugado por los aminoacidos glicina, tirosina y treonina.
Por tanto, si después de la transfeccion hay emision de fluorescencia se puede inferir que las
subunidades del receptor NMDA fueron expresadas y se ensamblan de acuerdo con las
combinaciones después de los procesos de n, traduccion, y trafico de proteinas.

Al evaluar cada una de las transfecciones, se puede ver que la expresion de la subunidad
recombinante GluN1/GluN2A fue satisfactoria. Mediante el analisis de las imagenes en

microscopia de fluorescencia se observa que un 90% de las células HEK-293t emiten



fluorescencia (Figura 4).

Fig. 4.A) Células HEK-293t sin estimulo de fluorescencia. B) Células HEK-293t emitiendo fluorescencia
C) Observacion microscopia de fluorescencia células HEK-293t subunidades recombinantes GluN1/GluN2A

Asi mismo, se logré la expresion de la subunidad recombinante GluN1/GluN2B , estimando un
90% de eficiencia en la transfeccidon, en las zonas analizadas se observan cumulos de células
producto de la siembra emitiendo fluorescencia y de igual forma células aisladas expresadas de

forma satisfactoria (Figura 5).



Fig. 5. A) Células HEK-293t emitiendo fluorescencia. B) Células HEK-293t sin estimulo de fluorescencia
C) Observacion microscopia de fluorescencia células HEK-293t subunidades recombinantes GluN1/GluN2B D)
células HEK-293t aisladas.

Si bien a partir del marcador de expresion se puede inferir la expresion de las subunidades
recombinantes, es necesario evaluar si en efecto las subunidades del receptor NMDA se
ensamblaron en la membrana celular y si son funcionales.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se espera continuar con los estudios que permitan
identificar la funcionalidad de estas subunidades recombinantes sobre el receptor NMDA por
medio de la técnica de electrofisiologia que permitira medir el flujo del ion Ca?* y definir la

especificidad del péptido Pb53a sobre las subunidades (GluN1/GluN2A) y (GluN1/GluN2B).

4. Conclusiones

1. Se logro la purificacion del ADN plasmidico de cada una de las subunidades del receptor



NMDA de forma independiente (GluN1la, GluN2A y GluN2B), cuyas concentraciones
fueron 4.1 pg/uL para la subunidad GluN1a, de 0.6 pg/uL para GluN2A y 0.4 pg/uL de
GIluN2B.

2. Los cultivos celulares de la linea HEK293 se mantuvieron en muy buenas condiciones
de acuerdo con su morfologia, comportamiento y libres de contaminacion.

3. La transfeccion y expresion tanto de las subunidades del receptor NMDA como de la
proteina EGFP fue exitosa evidenciado por la fluorescencia verde caracteristica.

4. A través del analisis de imagenes en microscopia de fluorescencia se pudo estimar que el

porcentaje de la transfeccion en las zonas evaluadas fue mayor al 90%.
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