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OBTENCION DE FRAGMENTOS vNAR DE ANTICUERPOS DEL TIB URON
Heterodontus francisci CON AFINIDAD POR IL-18 HUMANA

Resumen aprobado por:

Dra. Edna Séancheastrejon
Director de Tesis

El sindrome metabdlico (SM) es un concepto climjae se compone por la asociacion de
varias enfermedades como obesidad, resistenciaswdina, diabetes mellitus tipo 2,
aterosclerosis, entre otras, las cuales se enameviticuladas fisiopatolégicamente por un
estado inflamatorio que contribuye al desarrolleed&as enfermedades. La interleucina 18
(IL-18) es una citocina pro-inflamatoria multifunoal con efecto pleiotrépico altamente
implicada con los componentes del SM, lo que remawe importancia como blanco
terapéutico.

El objetivo de esta tesis fue el aislamiento dgrfrantos variables (VNAR) de anticuerpos
de tipo IgNAR del tiburérHeterodontus francisaton capacidad de unidn hacia la 1L-18
humana a partir de una biblioteca inmune y otrannmne. Como resultado de este trabajo
se obtuvieron, por medio de la técnica de despiegufagos, dos clonas que producen
anticuerpos VNAR con capacidad de union a IL-1&venientes de la biblioteca no
inmune. Se ha reportado que los VNAR son moléauasposeen una elevada estabilidad,
alta afinidad conferida por un CDR3 largo y diverademas de ser termoestables y de
tamafio pequefio; debido a lo anterior, los hacesdaédeara aplicarlos como herramientas
que permitan determinar el papel de IL-18 en el 88fl,como en el diagndstico de alguna
patologia e incluso en terapia.

Palabras Clave:Sindrome Metabdlico, IL-18, IgNAR.



ABSTRACT of the thesis presented by Carmen Elvira Vargaslf@eas a partial
requirement to obtain the MASTEBF SCIENCE degree in Life Science with orientation
in Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California. December 2010.

OBTENTION OF vyNAR FRAGMENTS OF ANTIBODIES FROM SHAR K
Heterodontus francisci WITH AFFINITY FOR HUMAN [L-18

The metabolic syndrome (MS) is a clinical concepthiposed for the association of several
diseases that includes obesity, insulin resistadiedetes mellitus type 2, atherosclerosis,
among others, which are physiopathological relabyd an inflammatory state that
contributes to its development. Interleukin 18 {18} is a multifunctional pro-inflammatory
cytokine with pleiotropic effect highly implicatedith the components of the MS, which
remarks its importance like therapeutic target.

In this thesis work we present the generation ofnamune library and the isolation of
variable fragment of shark single domain antibodid$AR) with biding capacity for the
human IL-18 from a nonimmune library. Two VNAR witimding capacity to IL-18 were
isolated by phage display technique from a nonimamliorary. The reported features of
VNAR like small size, high affinity, stability and long and diverse CDR3 make them
ideals to apply as potential tools to clarify tléerof IL-18 in the MS, in diagnosis of some
pathology and even in therapy.

Keywords: Metabolic syndrome, IL-18, IgNAR.
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| Introduccidén

La obesidad es una enfermedad progresiva y crénigenada por muchas causas, una vez
que se padece trae consigo un importante nimecordplicaciones, se caracteriza por el
exceso de grasa en el organismo y se presentacehimlice de masa corporal es mayor a
25 unidades, o bien cuando el peso supera en urn2@%s el punto medio de la escala de
peso, segun el valor estandar peso/altura. La ima@én mundial de la salud (OMS)

reportd en el 2005, que habia ~1600 millones ddtadmayores de 15 afos) y 20

millones de menores de 5 afios con sobrepeso yradg@®0 millones de adultos obesos a
nivel mundial. Este problema crece dia con diaadeula que para el 2015 habra ~2300

millones de adultos con sobrepeso y mas de 700me#l con obesidad.

Existe una fuerte asociacion entre la obesidad didbetes no dependiente de insulina o
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), por lo que es degeearse que también aumenten los casos
de ésta; de hecho, la DM2 es de las enfermedadésramas, metabdlicas y nutricionales
que aporta el mayor nimero de muertes. La DM2 t®nerigen en la incapacidad del
cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, poigéneral a consecuencia del exceso de
peso o inactividad fisica (OMS, 2005), sin embaeyisten otras causas que pueden

desencadenarla.

El desarrollo de la DM2 es precedido por la resigte a insulina (RI). La Rl es una
condicion en la que se produce una respuestartisidaor a la esperada a la accion de la
insulina, lo que lleva a un aumento de la secredénnsulina (hipersulinemia) como
mecanismo compensatorio por la respuesta reducldéharmona. Si este mecanismo se
prolonga, aparece la intolerancia a la glucosasggpimrmente la DM2. A su vez, la Rl es
generada por un aumento de &cidos grasos por gelrtiejido adiposo intra-abdominal
(Araya, 2002). En este sentido, la obesidad guedoasigo un aumento de acidos grasos

libres (AGL) conduce a la R, la cual puede desamr®M2, por lo que el padecimiento de



alguna de estas predispone la posibilidad de salfsima otra, complicando cada vez mas
el estado fisiolégico del enfermo.

Lo anterior hace evidente la asociacion que exasiiee estas enfermedades, siendo el
aumento de AGL el factor comudn o lo que las destarea El aumento de AGL contribuye
en la patogénesis al provocar un estado inflan@tnico al aumentar la expresion de
citocinas pro-inflamatorias y otros mediadoresl(ipendo moléculas de adhesion), lo que
vincula otros problemas, como la presencia de esetdrdiovasculares (Chavez Tapta
al., 2004).

La obesidad central, hipertension arterial, Rlpehnsulinemia se encuentran asociadas en
una entidad clinica, conocida como el sindrome Indéto (SM) o sindrome X. Este
concepto clinico se diagndstica por la presenciRldgo intolerancia a la glucosa o DM2,
ademas de hipertension arterial, obesidad o diglipia caracteristica (con aumento de
triglicéridos plasméticos y descenso del colesteidl, High density lipoprotein, por sus
siglas en inglés), entre otros trastornos asoci@dws cuando existe controversia en los
factores que se deban tomar en cuenta para elddiagm del SM, en general se incluyen
los factores mostrados en la Tabla 1 (Araya, 20@@nyzalez Chavez, 1999).

Tabla |. Componentes del sindrome metabdlico (Gonzalez Chemr; 1999)

1. Diabetes mellitus tipo 2 o intolerancia a lacgkea

2. Hipertension arterial primaria (TA > 140/90 mmg)H

3. Obesidad central (indice cintura cadera >0.9oenbres, en mujeres > 0.85
ylo IMC > 27 kg/m.

4. Dislipidemias: hipertrigliceridemia (> 200 mgjdydisminucién de C-HDL
(< 35 en hombres y < 45 mg/dL en mujeres).

5. Hiperinsulinemia.

6. Hiperuricemia.

7. Microalbuminuria (de 30 mg a 300 mg en orindigdas) o (2Qug/minuto) o
(albumina/creatinina > 20mg/qg).

8. Hiperfibrinogenemia.

9. Aterosclerosis.
Abreviaturas: IMC = Indice de masa corpc
C-HDL = Colesterol de lipoproteinas de alta dertida




.1 Sindrome metabdlico y estado inflamatorio

El SM se compone por varias enfermedades que tigorao factor comun un desequilibrio

en mediadores inflamatorios, probablemente desenead por el aumento de AGL.

La acumulacion de lipidos dentro de las fibras miases contribuye significativamente a
la aparicion y desarrollo de la RI. Se ha observaae el aumento de AGL reduce la
translocacion del transportador de glucosa 4 (GLOUT@ cual altera la captacion de
glucosa e interfiere con la sefializacion intracelulesencadenada por la insulina, es por
ello que se relaciona a los AGL como causa y camsexa de la Rl y DM2. Esto es
agravado por una lipdlisis mal regulada por paeelas adipocitos (células del tejido
adiposo) en pacientes con Rl que presentan unarnibgoacion de AGL y con ello un
estado inflamatorio (Lastra, 2005 y Paloreeal.,, 2005).

El aumento de tejido adiposo, principalmente alniWsceral, genera que los adipocitos
secreten citocinas que inducen la sintesis y ldd@ade factores quimioatrayentes, con
infiltracion de macréfagos en el tejido adiposappéuando la inflamacion. Es por ello que
el tejido adiposo tiene una relacion directa candomponentes del SM, ya que promueve
un estado inflamatorio al aumentar la expresionciiecinas pro-inflamatorias, y la
acumulacion de moléculas de adhesion en la suerfie células endoteliales, con
infiltracion de lipidos. Esas reacciones inflam@®tienen como consecuencia, disfuncioén
en tejido muscular, higado, pancreas y endotelgzwar, promoviendo complicaciones
como hiperlipidemia, hipersulinemia, inflamacioreaial e hipertension, que desarrollan
enfermedades como RI, DM2 y aterosclerosis; es,dmmnponentes del SM (Araya, 2002;
Chéavez Tapi®t al, 2004; Gomeet al, 2008; Gozalez Chavex al, 1999 y Lastra, 2005)
(Figura 1).
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Figura 1. Estado inflamatorio y sindrome metabélico)(SM). AGL: acidos grasos
libres, DM2: diabetes mellitus tipo 2, RI: resistenia a insulina. Modificado de
Chéavez Tapiaet al., 2004; Gome=zt al., 2008 y Gonzalez Chavez, 1999.

[.1.1 Interleucina-18 y Sindrome metabdlico

La interleucina (IL)-18 es miembro de la familia ldelL-1, por presentar una estructura
semejante a la ILfl La IL-18 e IL-3B actuan en la inmunidad innata y presentan un
procesamiento y secrecion similar. IL-18 es sinéela a partir de una proteina precursora
(pro-IL-18) inmadura, la cual es procesada a sm@domadura o activa (IL-18) por una
cisteina proteasa caspasa-1 (Pweral, 1998). Es la Unica citocina con capacidad de
estimular la diferenciacion de los linfocitos T gdnes en linfocitos Thl (actian en la
defensa contra microbios intracelulares e inflad@co linfocitos Th2 (importantes en las

reacciones alérgicas y defensa contra parasitepgrdliendo del contexto inmunolégico,



por lo que es una citocina pro-inflamatoria mutifional con efecto pleiotropico (Biet
al., 2002 y Nakanishet al, 2001).

IL-18 es producida constitutivamente por variosogipcelulares, entre ellos estan los
monocitos, macréfagos, dendriticas, Kupffer, Lahgas, corteza adrenal, adipocitos,
linfocitos B, osteoblastos, condrocitos, astrogitgsieratinocitos, células del epitelio
intestinal, entre otros (Biett al, 2002). Aunque no todos presentan los componentes
necesarios para expresarla, esta citocina activesgaflamatorios regulados por el factor
nuclear de transcripcion kappa B (NF-kB) y la pimeactivadora-1(AP-1), los cuales a su
vez inducen la sintesis de otras citocinas (ebfad¢ necrosis tumoral TNé&-IL-1p, IL-6,
IL-8 e interferon IFNy), moléculas de adhesion (molécula intercelularadberencia,
ICAM-1), factores de crecimiento, entre otras molés pro-inflamatorias. La sintesis de
estas moléculas da como resultado el reclutamidattinfocitos T, células dendriticas,
entre otras células que expresan el receptor d8 I(Baraket al, 2004; Pureret al, 1998

y Sahatet al, 2005).

La IL-18, es una citocina pro-inflamatoria poteqtes contribuye en la migracion celular y
activacion de macrofagos, los cuales conducen aingremento de la respuesta
inflamatoria. De tal modo que al ser liberada lal8 en el area de la lesion causada por la
migracién celular, aumenta alin mas el dafio deotéigdlar, es por ello que se le involucra
en la patogénesis de enfermedades que presentatadgio inflamatorio (Gracat al, 1999

y Maffia et al, 2006).

La relacién de IL-18 y otras citocinas se comprebdun estudio realizado por Maffia y
colaboradores (2006). Este estudio realizado e redn lesion vascular, se observo que
presentaban alta concentracion de IL-18, con uraateuactividad inmunolégica en
proliferacidon y migracion de células del musculsoli las cuales presentaron dafio
inflamatorio. Al bloquear la accién de esta citaginobservaron que se redujo la
proliferacion de células asi como la expresionFdéf, IL-6 e IL-8.



La IL-18 induce el incremento de las citocinas T&yAFN-y e IL-6, las cuales causan
inflamacién en la pared de los vasos sanguineas,Igpaue IL-18 contribuye en el
desarrollo, extension y complicaciones de enfermheslavasculares; ademas de interferir
con la accién de la glucosa y otras complicacigresentes en el concepto del SM que
involucran el aumento de las citocinas pro-inflaonias (Muntaneet al, 1999; Sahaet

al., 2005 y Sierrat al, 2005).

Se ha encontrado que la alta concentracion de Ipré8ice mortalidad en pacientes con
aterosclerosis, por lo que en pacientes con SMptecentracion de esta citocina puede
representar un marcador de riesgo a sufrir evecdodiovasculares ya que el riesgo a
presentar estos eventos se incrementa aun masocleayd concentracion elevada de
glucosa (Mallakt al, 2004; Sierr&t al, 2005 y Troiseet al, 2009).

Fisher y colaboradores (2005) en su estudio prapani&-18 como un mejor marcador de
diagnostico de SM que IL-6, TN&k-y la proteina C reactiva (CRP). Si bien, se ha
observado que la concentracion de IL-18 aument@d@ida que aumentan los factores de
riesgo del SM, la relacion de esta citocina coré f.-CRP lo hace un mejor marcador, ya
que IL-18 muestra una asociacion dependiente geelsencia de otros factores de riesgo
del SM como son obesidad y DM2 (Hueagal, 2005; Everetet al, 2009 y Zirliket al,
2007).

Adicionalmente se ha encontrado la asociacion te @®cina al peso, grasa abdominal,
alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato amimsfexasa (AST) (Espositt al, 2002

y Lopez Bermejeet al, 2005). ALT y AST son marcadores de dafio hepdfioesentes en
pacientes con RI) y desarrollo a DM2. Las persands propensas a desarrollar DM2
presentan concentracion elevada de varios marcaddl@matorios (Espositet al., 2003).
Thorand y colaboradores (2005) en su estudio ®migue se puede indicar el desarrollo a
DM2 por la relacion IL-18 y CRP 6 IL-18 y IL-6.



Aunque no se puede tomar la concentracion de Ilcd®o marcador Unico en el
diagndstico del SM, la asociacion que presenta eist@ina con sus componentes la
destaca como un posible blanco terapéutico, paefacto pro-inflamatorio pleiotropico.
Sin embargo, es necesario estudiar la via que cedena el aumento en la concentracion
de IL-18, asi como lo que la lleva de causar ungidéacnormal en las respuestas

inmunitarias a tener una implicacion patogénica.

En la actualidad existe la necesidad de enconteacadores que ayuden a diagnosticar a
un paciente con SM en sus diferentes etapas emablasemarcadores o factores de riesgo
que presente y con ello su prevencion o un buémtianto si este ya se padece. Siendo los
componentes del sindrome metabdlico las enfermsedaae afectan mas en nuestros dias,
el padecimiento de alguno de ellos puede llevar eomplicacion y a la predisposicion de
desarrollar algun otro; por lo que es necesaridatoron herramientas que permitan su
deteccion. Es por ello que el empleo de anticuecpaga IL-18 puede contribuir no solo a
su deteccion sino también en el estudio de susdagibnes patogénicas, lo cual podria

llevar a emplearlos como herramientas terapéugisas futuro.

.2 Anticuerpos

El sistema inmune es el conjunto de células y nudéc que de manera coordinada se
encargan de proteger al organismo contra enferresdamlisadas por agentes infecciosos o
sustancias extrafias al organismo, capaces de mrowoalafo. Las respuestas inmunitarias
ocurren por el estimulo de un antigeno (sustangteafea inmunogénica), donde es
necesario un reconocimiento (como una sustanciaaaj no una propia) y en
consecuencia, hay transmision de sefiales neceparmsctivar a las células efectoras que

se encargaran de su eliminacion (Lodislal, 2005).

Los anticuerpos son parte del sistema inmunitadaptativo y tienen la capacidad de
unirse a los antigenos para neutralizarlos y miacapara que sean detectados y

procesados mas rapidamente (opzonizar). Los arpiasieson inmunoglobulinas (Ig) que



puederestar de forma soluble (secretada) o anc a membrana gon producidos por los
linfocitos B (que se diferenciaron a células plasrad). Al unirse a un antigeno forma
el complejo anticuerpo y antigeicon el que se iniciana cascada de reaccionn las

células del sistema inmune pila degradacion de este compléfdbaset al, 2007).

Generalmentés anticuerpoestan constituidogor dos cadenas pesa(H) y dos cadenas
ligeras (L). n moléculas con forma (Y donde cada brazo integré una cadena L unida
a una cadena dor enlaces disulfu, a su vez las cadenas H se encuentran unidas
region bisagra que lem flexibilidac. Cada cadena estanstituida por dominios constan
y unovariable con diferente funciéLos dominios variable§v) de cada cadena H y L se
encuentran en axtremo de cada bre del anticuerpo y fonan la region variable (V-

VL) que es el sitio de union al antig: (Figura 2).

Extremo
variable
) VL

B CL

Extremo
constante

CH,

CHg

Figura 2. Eqquema de la etructura de un anticuerpo IgG de humanc. Las
cadenas pesadas (He muestran en color gris oscuro y las cenas ligeras (L) er
gris claro. Cadacadena est integrada por dominios variables (V) y constante
(C). La region variable esta formada por los dominios VI-VL.



La estructura general de los anticuerpos es setegjaaro difieren en la region variable, lo
gque permite que haya gran diversidad de variargesnticuerpos, cada uno con capacidad
de unirse a un antigeno diferente. Esto se debguymen la region VH-VL se encuentran
las “regiones determinantes de complementariedaR), que forman los sitios de union
al antigeno. Cada anticuerpo presenta diferenteseseias en su CDR, permitiéndole
presentar afinidad por diferentes antigenos. Pagasg de la union antigeno-anticuerpo, el
sitio de contacto del anticuerpo con el epitopdio(sie contacto con el antigeno) o
determinante antigénico debe ser complementario, Ipoque los anticuerpos son
especificos para distintos antigenos por la diglatsique le confieren las regiones CDR.
Hay tres secuencias de CDR por cada dominio V, C@RR2 y CDR3. La region CDR3
presenta mayor variabilidad, debido a la adicidargocién de nucledtidos, que se produce
durante la unidn de los segmentos génicos queudgn b la generacion de los dominios
VHy VL.

Los genes que codifican los dominios V de las §gare en configuracion germinal (sin
rearreglos) en todas las células, excepto losdittfe B. Durante la maduracion de los
linfocitos B, los diferentes genes presentes erRBN de la linea germinal sufren
rearreglos por recombinacion somatica. Las difeemiombinaciones resultantes hacen
posible la gran diversidad de los dominios V de md#icuerpos. Las diferentes
especificidades de anticuerpos generadas se desmom@pertorio primario de anticuerpos.
La diversidad del repertorio primario de los linfos B maduros puede aumentar ain mas
con el proceso maduracion de la afinidad, parargematicuerpos con especificidad mas

alta por el antigeno que produce el estimulo.

Debido a la gran especificidad que presentan losuampos por sus antigenos, estos tienen
diversas aplicaciones en el campo de la investigactomo herramientas de técnicas
moleculares, con gran utilidad también en el aeeladnedicina. En el caso particular de la
medicina, los anticuerpos se han venido empleamada @ diagnéstico y tratamiento de

enfermedades. Es por medio de la biotecnologia y¥ances en estudios moleculares los
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que han permitido mejorar la manera de obtenerliosrementar a la vez su eficiencia y
estabilidad.

En los Ultimos afios se ha dado un gran avance &clogia para la produccion de
anticuerpos. En un principio se obtenian inmunipamshimales como antisueros o
anticuerpos policlonales y se utilizaban como seaptia. El problema con estos era que los
anticuerpos obtenidos variaban mucho de un anin@r@ tanto en cantidad como en
especificidad y afinidad, ademas de las reaccieeesndarias por la presencia de otras
proteinas en el antisuero. Por lo que se desaobllps anticuerpos monoclonales, por
medio de la formacion de hibridomas, los cualeslicap procesos laboriosos. Mas
recientemente, con los avances en técnicas de Adebimbinante, se ha conseguido la
creacion de anticuerpos. Estos anticuerpos se pudalener insertando la secuencia que lo
codifica en un sistema bacteriano, para que loyawa como proteina recombinante. Pero
para obtener estos anticuerpos, es necesario @amam sistema que pueda expresarlo, asi
como con la secuencia que codifique un anticueguo especificidad al antigeno que se

desee.

A partir de una biblioteca gendmica diversa dpkrtorio inmunoldgico, se pueden aislar
anticuerpos especificos empleando un proceso dceecs@h eficiente. La técnica de
despliegue en fagos se ha empleado para la obtedeianticuerpos recombinantes ya que

facilita su obtencion de manera rapida y econdmica.

Esta técnica, consiste en generar proteinas comoalicuerpos para un antigeno
especifico, mediante el empleo de un vector deacion con caracteristicas de plasmido y
de fago filamentoso (fagémido) que infecta a latdrgecEcherichea coli(Figura 3). El
ADN que codifica la proteina de interés (en ests0s, un anticuerpo), se clona dentro del
genoma del fago, como proteina de fusién al genapaifica una de las proteinas de
superficie de la capside del fago. Para el badtgidM13, generalmente se clona al gen de
la proteina plll, que permite desplegar insertogds de ADN. Posteriormente se

seleccionan los fagos que hayan expresado la paodei interés en su superficie, mediante
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Su exposicion con el antigeno en estudio (una in@dcLos fagos que se unieron al
antigeno son recuperados para infectar mas bacté&ria coli repitiéndose este
procedimiento en varias rondas de seleccion, pdtener en la dltima ronda los

anticuerpos con mas afinidad al blanco de intdBésbaset al.,2001).

Genplll

Despliegue de las /)‘ L
_ Vvariantes delAben la 1 [

= superficie del fago .
Proteina plll ‘// ‘ s
W \ Cultivo E.coli

Infeccion Yy el fagémido - -
t:] = con fago ' \ Infeccion
ayudador l .
Unién f ,ll

Amplificacion

|

»

Lavados

Figura 3. Técnica de despliegue en fagos. Modificad de www.creative-
biolabs.com/phagedisplayl.htm.www.oem.abdserotecroécustom_monoclonals/huc
al-368.html.

Es posible clonar la secuencia de la region vagidblun anticuerpo (VH-VL) en sistemas
bacterianos, para producirlas como proteinas rec@mtes capaces de unirse a un

antigeno de interés. Sin embargo, al tratar deyaiodin s6lo dominio de la region VH-
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VL, presentan problemas de estabilidad, es porcll una alternativa a emplear son un
tipo de anticuerpos que presenten dominios V dencipresentes en peces cartilaginosos
(tiburones, rayas y quimeras) y camélidos. (Greendteal., 1995 y Nuttalket al 2001).

[.2.1 Anticuerpos de tiburén IgNAR

El sistema inmunoldgico adaptativo de los tiburosesencuentra constituido por las
inmunoglobulinas (lg), los receptores de célulagTCR) y el complejo mayor de
histocompatibilidad. Los tiburones ante la expdsica un antigeno tienen la capacidad de
generar una respuesta humoral especifica conreteptores de antigeno, ademas de las Ig
y TCR (Greenbergt al., 1995).

En el tiburon nodrizaGinglymostoma cirratujnse encontré un nuevo miembro de la
superfamilia de las Ig denominado nuevo receptoradgégeno (IgNAR), el cual se
encuentra en forma soluble o anclado a membrana.uGia alta expresion en el bazo.
Estructuralmente, un IgNAR consiste en un dimerodde cadenas pesadas, cada una
consta de cinco dominios constantes (C), uno Varigh y carecen de cadena ligera (L),
por lo que la region variable de estos anticuegoosta de un dominio V (VNAR) por cada
cadena. Los dos dominios VNAR no se encuentraniaakis; por lo que esto les confiere a
los IgNAR un tamafio menor (Greenbetal, 1995 y Rowet al, 1998) (Figura 4).

La diferencia estructural del dominio VNAR que peemse encuentre de forma
independiente también se ha observado en camélidasgndo que la region variable
constituida por dos dominios en este tipo de aetfmas sea mas pequefia con respecto a la
region variable que presenta 4 dominios en anfmgseede humano o convencionales. A
pesar de tener s6lo dos dominios VNAR, la alta @Bpedad de los IgNAR hacia los

antigenos no se ve limitada.
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i

Figura 4. Estructura de diferentes anticuerpos. AAnticuerpo IgG humano (~150

kDa), compuesto por dos cadenas pesadas (H) y damlenas ligeras (L). Los
dominios variables de los extremos de las cadenasyHL constituyen la region

variable. B: Anticuerpo de camélidos (~78 kDa), copuesto por dos cadenas
pesadas, cada una consta de dos dominios constantesin dominio variable

(regién variable). C: Anticuerpo de tiburén IgNAR (~95 kDa), compuesto por dos
cadenas pesadas, cada una formada por cinco domigigonstantes y un dominio
variable (region variable). Las regiones variablese encuentran remarcadas en
negro. Basada en Doolegt al., 2003 y Stanfieldkt al., 2004.

Existen tres clases de VNAR, dos de ellas se dasifdependiendo de la presencia o
ausencia de cisteinas no canodnicas (no conservddag)lase | tiene cisteinas en las
secuencias altamente conservademmieworK (FR) 2, FR4 y otras 2 6 4 cisteinas dentro
de la secuencia del CDR3, mientras que la clageefienta una cisteina no candnica en las
secuencias del CDR1 y CDR3 (Roekal, 1998). El vNAR clase Il se caracteriza por
presentar un residuo conservado de triptéfano delir CDR1. La clase Il fue encontrado
en las primeras etapas de desarrollo de estosisngasy presenta una diversidad limitada,
por lo que probablemente actia como mecanismo fdmgsie previo al desarrollo de las
otras dos clases de VNAR (Nuttatlal 2001).

Los VNAR, concentran su diversidad en sus CDR (CDRCDR3) permitiéndoles
reconocer una amplia variedad de antigenos. EI COR3os VNAR es mas largo

comparado con los CDR3 de las Ig de humano y ratar@nfiriéndole posiblemente un
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mayor alcance a sitios antigénicos generalmente agoesibles por anticuerpos
convencionales (Nuttadlt al 2001y Streltsoet al, 2004).

Los VNAR generan su diversidad por rearreglos, lt&stio en un repertorio primario
diverso. El repertorio primario puede sufrir madiga de afinidad ante la presencia de un
antigeno con lo que se incrementa. Esto ocurreantdcuatro eventos de recombinacion
con adicibn de nucleétidos y una alta tasa de Hmptciones, lo que incrementa
considerablemente la diversidad del CDR3 (Greendiead), 1995; Diazt al, 1998; Roux

et al, 1998 y Stanfiel@t al, 2004).

Se ha reportado que mediante la construccion dkoteitas genOmicas a partir del
repertorio primario de anticuerpos de tiburén, esircbibliotecas naive o sin inmunizar, se
pueden obtener clonas que expresan VNAR con urgpecéica por un antigeno. Por lo
que las bibliotecas naive de VNAR representan ueaté valiosa de agentes con alta
afinidad (Nuttallet al 2002). Lo anterior, aunado a las caracteristib@assu tamarno
pequefio, CDR3 diverso y largo, gran estabilida@yeis de ser termoestables, los hace

idéneos para su uso biotecnoldgico y biomédico.

En trabajos realizados previamente en el laboratolé Inmunologia Molecular y
Biotoxinas del Departamento de Biotecnologia d&IE3E, se han obtenido fragmentos de
anticuerpos de tiburén VNAR contra diferentes amtég a partir de bibliotecas fasmidicas.
Entre estos se puede mencionar, para el caso Hetdiths inmunes, los VNAR aislados
contra las citocinas TNE-y VEGFRgs (Camacho Villegas, 2007), péptidos de la telonzeras
(Quezada Iiiguez, 2008) y para bibliotecas nai@eseteccionaron VNAR contra: veneno
de alacran Androctonus australjs(Montoya Bonillas, 2010), la proteina PA Bacillus
anthracis (Mendoza Porras, 2008), las citocinas T&Fk- VEGFes (Camacho Villegas,
2007), entre otros. Los VNAR aislados en estosajosbpresentaron afinidad por sus
antigenos con capacidad de neutralizarlo, incluscaguellos obtenidos de bibliotecas
naive. Lo anterior denota la amplia aplicacion quesden tener los VNAR como

herramientas potenciales en la investigacion, distigo y medicina, o que da la pauta
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para la obtencion de los fragmentos de dominicibervNAR de anticuerpos de tiburén
con afinidad por IL-18, para emplearlos en las rdifées patologias involucran a esta

citocina.

[.2.2 Anticuerpos contra IL-18

Las citocinas forman parte del sistema inmunitarimtervienen en la regulacion de las
funciones celulares ya que son las mediadoras dananicacion extracelular, activando la
sefalizacion intracelular mediante la union a septor correspondiente, lo cual conduce a
la activacion de factores de transcripcion quensargian de la regulacion de la expresion

de genes particulares.

Cuando el sistema inmunoldgico sufre un desbalgreogoresa de manera desregulada sus
componentes, como las citocinas, estas dan luggpaestas inmunitarias inadecuadas que
pueden causar lesion tisular, hecho que se asopitotogias y si no se controlan las
respuestas inadecuadas pueden llegar a ser fghblesset al, 2007 y Rosado Peret al,
2007).

IL-18 es un claro ejemplo de las complicaciones geepueden desencadenar cuando
ocurre un desbalance del sistema inmunolégico. gampee su implicacion en varias
patologias, la neutralizacion de esta citocina\elnierapéutico se encuentra realmente
relegada. Aunque se ha documentado en estudiobtémaion de anticuerpos de tipo
monoclonal contra IL-18, asi como anticuerpos rdsoantes, principalmente de origen
murino (Argiriadi et al, 2009 y Takayukiet al, 2005); estos aun no se aplican
terapéuticamente, por lo que posiblemente, es agaeproporcionar herramientas con
caracteristicas ideales para esclarecer la imphicgaatologica de IL-18 y con ello avanzar
a bloquear su accion fisiologica, en el caso de syueeutralizacion mejore la salud del

paciente.
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Una alternativa a lo anterior, es el aislamientcadgcuerpos VNAR, haciéndolos ideales
por sus caracteristicas estructurales (tamafio fequgan estabilidad, CDR3 diverso y
largo), ademas, pueden ser obtenidos por la tédeickespliegue en fagos, que presenta las
ventajas de permitir producirlos de manera rapafiagiente y con menores costos, por lo
que en este proyecto se propone la obtencion deNéiR con afinidad por IL-18, que
pueda ser empleado para elucidar las implicacideek IL-18 en el SM, asi como un
método de diagndstico e incluso como una posibleahmenta para el tratamiento de

alguna enfermedad que la involucre.



17

[.3 Justificacion

El sindrome metabdlico (SM) es un concepto climjae se compone por la asociacion de
varias enfermedades como obesidad, resistencisuina, diabetes mellitus tipo 2 y
aterosclerosis, entre otras, las cuales se enameviticuladas fisiopatolégicamente por un
estado inflamatorio que contribuye al desarroll@stas enfermedades. Se ha documentado
que en ese estado inflamatorio estd implicada |Lkd8ue remarca su importancia como

blanco terapéutico.

Dado lo anterior el aislamiento de fragmentos vNdeRanticuerpos de tiburén con afinidad
por IL-18, puede ser una herramienta factible qudribuya a elucidar las implicaciones
de esta citocina en el SM, asi como en el diaggwstiincluso en el tratamiento de alguna

enfermedad que la involucre.



18

|.4 Objetivo general

Obtener fragmentos VNAR de los anticuerpos delrdibbiHeterodontus franciscton
afinidad por IL-18 humana.

1.4.1 Objetivos especificos

O Construir una biblioteca inmune de los fragmentdAR de anticuerpos del tiburén

Heterodontus francisaontra I1L-18.

U Aislar fragmentos VNAR que reconozcan IL-18 a pade una biblioteca no

inmune.

O Expresar y purificar los fragmentos VNAR que présemeconocimiento por I1L-18.

1.5 Hipotesis

Los fragmentos VNAR de anticuerpos del tiburBleterodontus franciscipresentan
afinidad por la IL-18 humana.
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Il. Materiales y métodos

La estrategia general que se siguid para la oliterd® fragmentos variables de dominio
sencillo vNAR que reconocen a la citocina humacaminante IL-18 mediante la técnica
de despliegue en fago se muestra en la Figura ®ll&se indica la construccion de una

biblioteca inmune asi como el empleo de una no menfnaive).

Para la biblioteca inmune se inmuniz6 un tibukéeterodontus franciscton IL-18. Una
vez concluido el periodo de inmunizacion se prazcedin la extraccion del ARN total del
bazo y la sintesis el ADN complementario (ADNc)steaormente los fragmentos VNAR

fueron amplificados y ligados en un vector previatealigerido con una endonucleasa.

Considerando que existen evidencias de la obterd#ovNAR de bibliotecas no inmune
mediante la técnica de despliegue en fago (Nudtadll, 2002), se empled una biblioteca
naive elaborada previamente en el Laboratorio oeihmlogia Molecular y Biotoxinas del
Departamento de Biotecnologia del CICESE. A padir esta se llevd a cabo la
bioseleccion mediante cuatro rondas contra IL-18& Wez que se evaluaron las secuencias
de las clonas seleccionadas se procedié con l@ggprde las proteinas recombinantes, el

analisis de reconocimiento contra IL-18, su puaiién y cuantificacion.
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Biblioteca Inmune

‘ RNA ------->{ Bioseleccion <—| Reamplificacion de biblioteca

‘ cDNA ‘ Busqueda de clonas (+)

‘ Amplificacion de vNAR ‘ Extraccién de plasmido

‘l’<

Analisisde las
secuencias

‘ Purificacion de los vVNAR

/’\ ¢ g ‘ Transformacion
ransformacion U1O1FSL0
' Clonacién en pComb3x—= >
‘ P > ER2537 ‘l’
T Expresion
Purificaciéon del vector VNAR Vy~12kDA
pComb3X ‘1’

‘ Purificaciéon del VYNAR

Figura 5. Estrategia general para la obtencién de fragmentode dominio
sencillo vNAR con afinidad por IL-18.
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[1.1 Biblioteca inmune

[1.1.1 Inmunizacién
Se inmuniz6 un tiburoieterodontus francisaton IL-18 humana recombinante (Medical

& Biological Laboratories) durante un periodo de3ldias, de acuerdo al protocolo de

inmunizacion que se presenta en la Tabla Il.

Tabla Il. Protocolo de inmunizacion.

Inmunizacion Dia Via de administracion  Inmunégeno
1 0 Intravenos Ag + AC de Frend
2 15 Intramuscule Ag + Al
3 30 Intramuscule Ag + PB¢S
4 45 Intramuscule Ag + PB¢S
5 60 Intramuscule Ag + PB¢S
6 75 Intramuscule Ag + PB¢S
Refuerz 143 Intramuscule Ag + PBS

Ag: 2.5 ug de I-18.
AC: Adyuvante completo de Freund (Sigma).
Al: Adyuvante incompleto de Freund (Sigma).

[1.1.2 Purificacion del ARN total a partir del bazo del tiburén

Una vez concluido el periodo de inmunizacion seifia@ el tiburon y se obtuvo el bazo
(5.42 g). Para la extraccion del acido ribonucldi&BN) total, el bazo fue homogenizado
en un tubo conico mediante un homogenizador measdRmScientific, PRO250) con 15
ml de reactivo Tri Reagent (Sigma) e incubado gotgatura ambiente durante 5 min. La
mezcla se centrifugdé (10 min, 4000gx 4°C) y el sobrenadante se transfirio a un tubo
nuevo, se adiciond 1.5 ml de 1-bromo,3-cloropropadB&P, Sigma), se mezclo
vigorosamente y se incubd a temperatura ambienteil5Se centrifugé (15 min, 12,000 x

g, 4°C) y se observo la formacion de tres capasysac(que contiene el ARN), interfase y
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fase organica. La fase acuosa fue transferida aubo nuevo, se agregé 7.5 ml de
isopropanol y se incub6é 10 min a temperatura antidra mezcla se centrifugd (10 min,
12,000 xg a 4°C) y se descartd el sobrenadante. EI ARN mpitadio fue lavado con etanol
al 75% (Agua-DEPC) y centrifugado (30 min, 14,000gxa 4°C), se descarté el
sobrenadante y el pellet se secé a temperatureeatabEl ARN se disolvié en 500 ul de
agua-DEPC vy se hicieron alicuotas de 30 pl lasesufleron almacenadas a -70°C. El
ARN purificado fue visualizado en un gel desnaimaaite de agarosa (1.4%) (Sambrook y
Russell, 2001) y su concentracién y pureza detedairmediante un espectrofotbmetro
NanoVue (GE Healthcare).

[1.1.3 Sintesis de la primera cadena de ADNc a partdel ARN total

La sintesis de ADNc se realiz6 por medio del kistFstrand (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del proveedor. En cada reaccion del 28 empled 50 ng de ARN total y el
oligonucleétido reverso R-BamH1 como oligonucledtidspecifico (Tabla Ill). Las
muestras fueron almacenadas a -20°C hasta suiposi@pleo.

Tabla lll. Lista de oligonucleétidos empleados en estedbajo.

a) Sintesis de ADN

R-BamH1- TCAAAGGGATCCCACAGTCAGCACGGTGCCAG(

b) Amplificacién de fragmentos VNAR

F-557- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-GCACGGCTTGAACAAACACC
F-558—- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-CAACGGGTTGAACAAACACC
F-559- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-ACAAGGGTAGACCAAACACC
F-560—- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-GCAAGGGTGGACCAAACACC
F-561- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-GCATGGGTAGACCAAACACC
F-562—- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-GCAAGCCTGGACCAAACACC
F-563- AGGCGCGGCCCAGGCGGCCATGGCC-GCAAGCCTGGACCAAACACC
R-564- GTGGAGCAGGCCGGCCTGGCCGTTCACAGTCAGCACGGTGCCAGCT!
¢) Secuenciacién

ompsec— AAGACAGCTATCGCGATTGCAC

gback— GCCCCCTTATTAGCGTTTGCCAT!

Nota: En cursiva se indica el sitio de restricqiana la endonucleaSfil.
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[1.1.4 Construccion de la biblioteca vNAR

[1.1.4.1 Amplificacion de los fragmentos VNAR mediate PCR

Los fragmentos variables del IgNAR (VNAR) se amgdifon por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) empleado como templadDNc previamente sintetizado
y reacciones individuales de oligonucleodtidos (F563 y R564), los cuales incluyen sitios
de restriccién para la endonucle&fi (Tabla IIl). EI volumen de reaccion de PCR fue de
50 pl, la cual contenia amortiguador de PCR 1X, M@mM, dNTPS 0.2 mM, 2 ul de
ADNCc, 3U Taqg HotStart DNA polimerasa (GeneChoicé).4 uM de cada oligonucléotido.
Las condiciones del PCR fueron las siguientes: ialo dnicial de desnaturalizacion de
95°C por 15 min, 40 ciclos de 95°C por 30 s, 560C 46 s y 72°C por 45 s, y un ciclo

final de extension a 72°C por 5 min.

Los productos amplificados por PCR fueron evaluaosin gel de agarosa al 1.8%. Una
vez que se corroboré el tamafo del fragmento edpesa realizaron reacciones de PCR
suficientes, con el fin de obtener la cantidad d@N\Anecesario para la generacion de la
biblioteca inmune. Dichas reacciones se purificasopartir de un gel preparativo de
agarosa al 1.8%, empleando el kit Wizard SV gelR@GR Clean-up System (Promega). El
ADN eluido en agua destilada estéril, fue evalualon gel de agarosa y cuantificado con

un espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare).

[1.1.4.2 Obtencién del fagémido pComb3X

El vector empleado en este trabajo fue el fagémp@omb3X (Barbagt al 2001), el cual
presenta sitios de restriccion para la endonucl&éspara la insercion de un gen y su
despliegue en fago, el promotor LacZ inducible [BFG (isopropilf-D-tio-galactdsido)
gue promueve su expresion, asi como secuenciasifesgge que permiten su purificacion
(6xHis), inmunodeteccion (HA) y un codon de pardampara detener la traduccion de la
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proteina de interés (Figura 6). Con el propésitmbener pldsmido suficiente para este

trabajo, se transformaron 50 ul de células electnpetentes de la cefia coli ER2537

con 1ug del fagémido pComb3X. La mezcla de célylplismido se transfirié a una celda

(0.2 mm) previamente enfriada y se electropord worlectroporador Micropulser marca
BioRad (2.5 kV, 25 pF, 20Q). Las células se recuperaron en 3 ml de medio &0ger
optimal broth with catabolite repressor) e incubatch, a 37°C y 250 rpm. Transcurrido el

tiempo de incubacion, se agregaron 7 ml de medi¢s8per broth) con carbenicilina (100

ug/ml) y se extendieron diferentes volumenes (D0y 3.00ul) en placas de medio LB

(Luria Bertani) agar con carbenicilina (100 pg/fag cuales se incubaron por 12h a 37°C.

AmpR

Promotor
LacZ

Ompseq
_ S
VNAR

SHil
6xHis

HA
Codén

de Paro

N Gback

Genllll

e

Figura 6. Fagémido pComb3X (modificado de Barbast al. 2001).

Una vez que se observo el crecimiento en pladansé una colonia aislada para inocular 2

ml de medio SB (Super Broth) con 2 ul de carbeanii(100 mg/ml) y se incub6 durante 8
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h (37 °C, 250 rpm). De este cultivo se tomaron gl0gara inocular 100 ml de medio SB
con carbenicilina (100 pg/ml) y se incub6 por 12niismas condiciones de temperatura y

agitacion.

A partir del cultivo anterior, se purificd el fagislna pComb3X empleando el kit QlAfilter
Midi (Qiagen). EI ADN purificado fue resuspendido 250 pl de agua destilada estéril,
evaluado en un gel de agarosa al 0.8% y cuantdieadun espectrofotometro NanoVue
(GE Healthcare). El plasmido purificado fue almaxna -20°C hasta su empleo.

[1.1.4.3 Digestién enzimatica de los VNAR y el fagéido pComb3X

Mediante la endonuclea&dil HC (Promega), se llevd a cabo la digestion entigadle los
fragmentos amplificados por PCR (I1.1.4.1) y eléagdo purificado (11.1.4.2).

Un total de 9 pg de fragmentos amplificados por P@Rron digeridos en nueve
reacciones individuales. El volumen de reaccionde&0 pl y contenia 1 pug de ADN, 5U
de enzimaSfi, amortiguador B 1X y 2 pg de BSA (Albumina de rsud&ovino). La

reaccion se incubd a 50°C por 5h, mezclando maraméncada 30 min. Concluido el

tiempo de incubacion, se inactivo la enzima a §33€15 min.

En el caso del fagémido pComb3X, se emplearon 2dq14DN en 3 reacciones con un
volumen de 20 ul cada una. La reaccién contenig dqtADN, 40 U de enzim&fil,
amortiguador B 1X y 2 ug de BSA Las condicionesibacion e inactivacion son como se

las descritas para los fragmentos amplificadoP&R.

Una vez concluida la digestion, tanto los produd®®$CR como el vector digerido, fueron
purificados con el kit comercial QlAquick Spin Haimbk Gel Extraction kit (Qiagen). En
el caso de los productos amplificados por PCR sdsieron purificados directamente de la

mezcla de digestion. Sin embargo, para el fagémsedilevo a cabo su electroforesis en un
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gel preparativo al 0.8% de agarosa, recuperandfsdgmentos de 3500 pb y 1500 pb, los
cuales corresponden al vector digerido en ambmss gie corte y al fragmento del relleno

(stuffer), respectivamente. En ambos casos el Al\efuido con agua destilada estéril.

El ADN purificado (fragmentos VNAR, fagémido y der) fue evaluado en un gel de
agarosa, cuantificado con un espectrofotbmetro Maeoy almacenado a -20°C hasta su

empleo.

[1.1.4.4 Ligacion

A partir del VNAR y el vector obtenido en el pasutesior, se procedid a su ligacion

empleando la enzima T4 ligasa (Promega).

Como parte del procedimiento de ligacion, se réalima reaccion de prueba a pequefia

escala, la cual consisti6 en lo siguiente:

1) Vector digerido en ambos sitios de corte, fragimele relleno y enzima (control
positivo).

2) Vector digerido en ambos sitios de corte, saginento de relleno y enzima
(control negativo).

3) Vector digerido en ambos sitios de corte, sagrnento de relleno y sin enzima
(control negativo).

4) Vector digerido en ambos sitios de corte, imseNAR y enzima (muestra).

El volumen de cada reaccion fue deyl @ se emplearon 3U de T4 ligasa, amortiguador de
ligacion 1X y 100 ng vector en una proporcion 1:B y 1:5 (vector:inserto). Posterior a su
incubacion por 12 h a temperatura ambiente, langanfie inactivada a 65°C por 15 min y

la reaccion fue almacenada a -20°C hasta su erppkterior.
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[1.1.4.5 Transformacion

Los productos de cada ligacion se emplearon pamsformar células electrocompetentes
deE. colicepa ER2537. Se mezclaron@@le células y 2.@ de la reaccion de ligacion y

se procedié como se describe en el apartado R.1Lés volimenes de cultivo extendidos
en las placas de agar fueron 1, 10 y 100 pl. L@eeitia de ligacion y transformacién se

expres6 como unidades formadoras de colonias (ufc).
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[1.2 Biblioteca no inmune

A partir de una biblioteca de fagos procedente éihuronH. franciscino inmunizado
(Biblioteca Naive) se realizaron rondas de selecdontra la citocina humana IL-18

recombinante.

[1.2.1 Reamplificacion de la Biblioteca no Inmune

Se emplearon 50 pl de céluBscolicepa ER2537 electrocompetentes para inocular 50 ml
de medio SB, el cual se incubo (37°C, 250 rpm)ehgse alcanzé una densidad 6ptica de
DOgo=1. Posteriormente, se agregaron 10 pl de la Iédé de fagos no inmune
(Biblioteca Naive), se incub6 a temperatura ambienrante 15 min y agregaron 10 ul de

carbenicilina (100 mg/ml).

El cultivo de 50 ml se transfirio a un matraz d® Bl y se incubo por 1 h a 37°C y 300
rpm. Se agregaron 15 pl de carbenicilina (100 mggnmse incubd nuevamente bajo las
mismas condiciones. Posterior a este tiempo, segag® ml de fago ayudador VCM13
(10*%-10" ufc/ml), 148 ml de medio SB (precalentado a 3775)ul de carbenicilina (100

mg/ml) y se incub6 por 2h en las condiciones deptratura y agitacion previamente
descritas. Finalmente, se agregaron 280 pul de kaman{50 mg/ml) y se incubd por 12 h,

mismas condiciones.

El cultivo se transfirio a tubos de 50 ml y se démd (3,000 xg, 15 min, 4°C). Para
precipitar los fagos, el sobrenadante fue trarddestiun matraz de 500 ml, se agreg6 8 g de
Polietilenglicol 8000 (PEG), 6 g de cloruro de sofilaCl) y se mezclé (5min, 37°C, 300
rpm). El cultivo fue vertido en tubos de 50 ml yiseubd en hielo por 30 min. Previa
centrifugacion (15,000 g, 15 min a 4°C), el sobrenadante fue descartadiobptén de
fagos secado a temperatura ambiente. Los fagosnfuesuspendidos en 2 ml de BSA 1%
en PBS 1X y centrifugados nuevamente (13,8@P5xmin, a 4°C). El sobrenadante fue
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filtrado (0.2 pm), etiquetado como la ronda 0 (R@mpleado para la ronda 1 de seleccion
(R1).

[1.2.2 Rondas de seleccion de los fagos que recoenda IL-18

Se inmovilizaron 5Qul de IL-18 (5 ng/ul) en dos pozos de una placa d&E COSTAR
EIA/RIA Plate (Corning Inc.) durante 12 h a 4°C. ditocina fue descartada y se bloqueo
por 1 h a 37° con 15Ql de solucion de bloqueo (BSA 3% en PBS 1X). Pastal
bloqueo, se agregaron p0de los fagos obtenidos de la reamplificacion (R@g incubd
por 2h a 37°C. Una vez concluido el tiempo de iacidn se prosiguidé con los lavados
astringentes, los cuales consistieron en subirjgr lwanco veces 1501 de PBST (0.05%
Tween-20 en PBS 1X) en cada pozo, incubando 5 osnattemperatura ambiente entre
cada lavado. Este proceso se repitié6 en cada utasdendas de la siguiente manera: 5
lavados para la ronda 1; 10 para la ronda 2; 18 [zaronda 3 y 20 para la ronda 4.
Después de los lavados, se agregaropl 5@ tripsina (10 mg/ml en PBS 1X) y se incubé
por 30 min a 37°C. Posteriormente, se lavo vigonesde 10 veces y los fagos fueron
transferidos a un cultivo de 2 ml de célukascoli cepa ER2537 con una &= 1. Se
incubd 15 minutos a temperatura ambiente para pefdminfeccion y se agregé 6 ml de
medio SB y 1.qud de carbenicilina (100 mg/ml).

Con el proposito de establecer el titulo de enfradaparalelo se crecié un cultivo de
célulask. colicepa ER2537 en 2 ml de medio SB a unad@®© 1, se tomaron 50l y se
infectaron con 1l de una dilucién 18 de la preparacién de fagos (obtenidos en la ronda
0 la ronda anterior a la que se va a obtener).cBadas infectadas fueron incubadas 15
minutos a temperatura ambiente y sembradas enlana ge LB agar con carbenicilina
(200 pg/ml), la cual se incub6 12h a 37° C.

La estimacioén de las clonas infectadas despuéssdavados, es decir el titulo de salida, se

calculé a partir del cultivo de 8 ml. Para lo cusd, tomaron 2 pul y se diluyeron en 200 pl
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de medio SB, de los cuales se sembraron 10 y l1l0@npplacas de LB agar con
carbenicilina (100 pg/ml). Los titulos de entraddeysalida, se determinaron calculando el
namero de transformantes al multiplicar el nimeraaolonias por el volumen de cultivo y

dividir entre el volumen extendido en placa, toddtiplicado por el factor de dilucién.

El cultivo de 8 ml se incub6 por 1 h, a 37°C y 2BM, se agregaron 2.4 pl de carbenicilina
(100 mg/ml) y se incubé nuevamente bajo las misowasliciones. Posteriormente, se
transfirio a un matraz de 500 ml, se adicioné ldmlifago ayudador VCSM13, 91 ml de
medio SB y 46ul de carbenicilina (100 mg/ml) y se incub6 por nls. Finalmente, se
agrego 14Qul de kanamicina (50 mg/ml) y se incub6 por 12 B7&C y 250 rpm.

Este proceso se repitio en cada una de las rordasleccion, exceptuando porque en las
siguientes rondas se empled un pozo de la plagd ®A con la citocina inmovilizada y

se incrementd el nimero de lavados.

[1.2.3 Busqueda de clonas con el inserto VNAR por@R y purificacion de plasmido

A partir de la ultima ronda de seleccion (Rondaetpislaron 20 clonas, las cuales fueron
evaluadas por PCR de colonia para identificar damejue presentaran el fragmento de
interés. Para la reaccion de PCR, se emple6 undadz oligonucledtidos sentido (F-557-
F563) y el antisentido (R-564) (Tabla IIl). El valen de reaccion de PCR fue de 50 ul, la
cual contenia amortiguador de PCR 1X, MgBImM, dNTPS (desoxirribonucleotidos
trifosfato) 0.2mM, una fraccion de colonia como pdaao, 2U GoTaq Flexi DNA
polimerasa (Promega) y la mezcla de oligonuclestidld uM. Las condiciones del PCR
fueron las siguientes: un ciclo inicial de desretmacion de 95°C por 2 min, 30 ciclos de
95°C por 45 s, 56°C por 45 s y 72°C por 45 s yiglodinal de extension a 72°C por 5

min. Los productos de la amplificacion fueron vigaos en geles de agarosa al 1.8%.
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A partir de las clonas que presentaron el fragmesperado, se realizé un cultivo de 6 ml
en medio SB con carbenicilina (100 pg/ml) y se findriel fagémido por lisis alcalina
(Sambrook y Russel, 2001). EI ADN purificado fualeado en un gel de agarosa al 0.8 %

y cuantificado con un espectrofotdmetro NanoVue.

Los plasmidos purificados fueron enviados al latmsia Segxcel (San Diego, California)
para su secuenciacion de acuerdo a las indicacgugesidas por el mismo. Cada reaccion
consistio en 750 ng de ADN (templado) y 6.4 pmaleksoligonucleétido en un volumen

final de 12 pl. Los oligonucle6tidos empleados dmeompseq y gback (Tabla IIl).

Una vez que se recibieron las secuencias, estasnfuaalizadas con los servidores:
ExPASy Proteomics Server (http://www.expasy.org/elypaquete informatico Multiple
Sequence Alinment (Corpet, 1988). Las caracteaistipie se analizaron de cada secuencia
fueron, la presencia de fragmentos de VNAR, la raziaede sitios de paro dentro del
fragmento VNAR y su correcto marco de lectura. IRrileate, las secuencias con estas
caracteristicas fueron seleccionadas y comparaglasottas previamente aisladas de la

misma biblioteca.

[1.2.4 Expresion de la proteina VNAR recombinante

Una vez que se seleccionaron aquellos plasmidoslasorNAR en correcto marco de
lectura, estos fueron empleados para transformalasé&eE. coli de la cepa TOP10F' y
proceder con la expresion de la proteina recomt#nadma proteina VNAR recombinante
expresada bajo el control del promotor inducible IPF G (isopropilf-D-tio-galactosido)
presenta secuencias especificas para su inmunoidete@pitopo HA) y purificacion
(6xHis).

La transformacion se realizé6 como se describe epaitado 11.1.4.2. Con el propdsito de

confirmar la presencia del inserto de interés, reizaron cinco colonias mediante PCR
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como se describe en el apartado 11.2.3 empleansimligonucle6tidos ompseq y gback
(Tabla 1),

Las clonas seleccionadas se crecieron en 5 ml deor88 con carbenicilina (100 pg/ ml)
durante 12 h a 37°C y 250 rpm. De cada cultivapseron 3 ml para inocular 300 ml de
medio SB con carbenicilina (100 pg/ ml) y se incoba(37°C a 250 rpm) hasta llegar a
una DQoo = 0.7. Una vez alcanzada la DO, se indujo coni6@@ IPTG 0.5M y se incubd
durante 5 h. Transcurrido el tiempo de inducci@adaccultivo se dividié en tres partes (100
ml, cada una) y se centrifug6 (400@,XL5 min). El sobrenadante fue descartado y elrbotd
bacteriano almacenado a -20°C hasta su procesamient

Adicionalmente, como control negativo se empledcuftivo de la cepa TOP10F sin
transformar (virgen), el cual se proceso de la raigmnera, excepto que en este caso no se
adiciono carbenicilina al medio de cultivo.

[1.2.5 Extraccion de la proteina VNAR recombinante

A patrtir del botén celular obtenido de la inducciéa procedio a extraer la proteina VNAR
recombinante mediante tres métodos con el fin duaw el rendimiento. Se emplearon dos
métodos en condiciones nativas: extraccion penptis por choque osmaotico y extraccion
mediante homogenizacibn mecanica con un homogesizddchi Bead Beater (BioSpec
Products). El tercer método fue en condicionesatesalizantes.

[1.2.5.1 Extraccion en condiciones nativas

[1.2.5.1.1 Extraccion periplasmica

Una vez que se determind el peso humedo del battiar, este se resuspendié en 1
volumen (1 volumen = 10 ml /g de células) de argaedor A (30 mM Tris HCI, 20 %
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sacarosa, pH 8). La mezcla se mantuvo en hielo ggsegd EDTA 500 mM hasta una
concentracion final de 1 mM. Se incub6 en hielo J@min mas, se centrifugo (8,00@x
20 min a 4°C) y el sobrenadante se transfiri6 auloo de 50 ml. El boton celular se
resuspendié nuevamente en 1 volumen de 5 mM de WI@BEQ), se agitd manualmente en
bafio de hielo por 10 min y se centrifugd (8,00@,X20 min a 4°C). Se recuperd el
sobrenadante, se mezcld con el previamente obtgnégoalmaceno a -20°C. Esta mezcla

se denomind Extracto Crudo Periplasmico (ECP).

Los ECP fueron dializados contra PBS 1X empleandonbmana Spectra/Por Dialysis
membrane MWCOQO:2000 (Spectrumlabs) siguiendo lasicactbnes del fabricante.

Concluida la didlisis se procedio con su purifiéaci

[1.2.5.1.2 Extraccién por homogenizacion mecéanica

El botdn celular se resuspendié en amortiguaddisige(50 mM NaHPO,, 300 mM NacCl

y 10 mM Imidazol) en una proporcion de 5 ml/g déuleds, se agrego lisozima a una
concentracion final de 1mg/ml y se incubé en hgo 30 min. La mezcla fue transferida
en tubos de 2 ml, los cuales contenia aproximadenieml| de esferas de zirconia de 0.5
mm de diametro y se homogenizé en un Mini Bead é8e@t(BioSpec Products). Las

condiciones empleadas fueron 2 repeticiones denlemiel modo homogenizar (~ 1,400
rpm) incubando en bafio de hielo entre cada repatiéil extracto fue recuperado con una
jeringa de insulina y transferido a un tubo de otentrifuga para su centrifugacion
(13,800 xg, 30 min a 4°C). El sobrenadante denominado Extr@ctido Mini-BeadBeater

(ECM) fue transferido a un tubo nuevo y almacereae20°C hasta su purificacion.



34

11.2.5.2 Extraccion de proteinas por condicioneseknaturalizantes

[12.5.2.1 Extraccion con urea

Para la extraccion con urea, el boton celular éseispendido en amortiguador B (100mM
NaH,PO,, 10mM Tris base y 8M urea) en una proporcion dael/§ de células. La mezcla

se incubd a temperatura ambiente durante aproximewta 1 h con agitacion manual. Una
vez que ésta se tornd trasllcida, se centrifugd®QDOx g, 30 min) y el sobrenadante se
transfirio a un tubo nuevo. El sobrenadante se mér® Extracto Crudo Urea (ECU) y se

almacend a -20°C para su purificacion posterior.

[1.2.6 Andlisis de las proteina VNAR recombinante

[1.2.6.1 ELISA de expresion

Los ECP, ECM y ECU fueron evaluados mediante unuimoensayo ELISA, para
confirmar la expresion de la proteina. Para lo sedhmovilizé 5Qul del extracto crudo de
cada método (ECP, ECM y ECU) por triplicado en placa para ELISA durante 12h a
4°C. Posteriormente, se agregd 1b@e solucion de bloqueo (BSA 3% en PBS 1X) y se
incubd 1 h a 37°C. Se hicieron tres lavados conTP@25% Tween-20 en PBS 1X), se
afadio 5Qul de una dilucion 1:50 de un anticuerpo monoclaataton generado contra un
VNAR puro, con una concentracion de 2.5 mg/ml ydsg incubando 2h a 37°C.
Posteriormente se descartd el anticuerpo, se lan6RBST y se afiadio 5@ de una
dilucién 1:1000 de un anticuerpo anti-raton HA (8& en BSA 1% en PBS 1X y se
procedio de la misma forma que con el anticuergerim. Por ultimo, se llevé a cabo el
revelado utilizando 50 de sustrato ABTS (Acido 2,2-azinobis-(3-etilbetiazolina-6-
sulfénico) en amortiguador de citratos (50 mM &aidtoico, 50 mM citrato de sodio, pH
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4.1) y peroxido de hidrégeno al 30%. La placa st por 30 min en oscuridad y se

determind su absorbancia a 405 nm en un lectorgacas ELISA (BioRad).

[1.2.6.2 Electroforesis desnaturalizante en tricingTricina-SDS- PAGE)

Previo al analisis de la proteina en geles de gdhaida, 200 pl de muestra fueron
concentrados mediante la precipitacion con &cidtotoacetico (TCA) y resuspendida en
amortiguador de carga 2x (125 mM Tris-HCI pH 6.86 DS, 20% glicerol, b-
mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%)elkatroforesis se realizé en geles de
poliacrilamida al 12% de acuerdo a lo descrito $ohagger y von Jagow (1987). Las
condiciones de corrida, fueron de 50 mA con unayelt 150 V, hasta que el frente de azul
de bromofenol alcanzé la base del gel. Los gelesofutefiidos con azul de coomassie R-
250 y secados con un desecador de geles Gel BidR4d). Las muestras analizadas por
este método incluyen los extractos crudos de catado (ECP, ECM y ECU), asi como

las fracciones purificadas mediante cromatogradiafthidad.

[1.2.6.3 Inmunodeteccion (Western Blot)

La presencia de las proteinas VNAR recombinante® tan los extractos crudos (ECP,
ECM y ECU) como en las fracciones purificadas, éualuada por el método de Western
blot. Para ello, fue necesario, como primer pasaljzar su electroforesis desnaturalizante

en tricina, como se describe en el apartado 1R2.6.

La transferencia de proteinas se realizé mediant&dnica de transferencia semiseca
(Harlow y Lane, 1988) en la que se utiliz6 una memha de nitrocelulosa Trans-Blot
Transfer Medium de 0.45 pm (BioRad), amortiguadowBin 1X (25 mM Tris base, 192
mM glicina y 20% metanol) y un sistema de transfei@ Semi-Dry Electroblotter (CLP).
Las trasferencia se llevd a cabo por 1 h a 200 ovstante, manteniendo el voltaje menor
a20\V.
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Concluida la transferencia, se procedié con su modateccion empleando el anticuerpo
anti-HA (Roche). Para ello, la membrana fue incabah PBST durante 5 min y
posteriormente bloqueada, en leche descremada\&ly)Sen PBST por 2 h a temperatura
ambiente con agitacion moderada. Posteriormentmcs®06 durante 12 h a 4°C en leche
descremada 1% en PBST y el anticuerpo anti-HA (Bpdon una dilucion 1:500. La
membrana se lavo tres veces por 5 min en PBST yramedid con su deteccidn por
guimioluminiscencia con el reactivo Pierce ECL VeestBlotting Sustrate (Pierce) en una

placa fotografica (Kodak) de acuerdo a las insioras proporcionadas por el proveedor.

[1.2.6.4 ELISA de reconocimiento de la proteina VNA&R recombinante por IL-18

Se realiz6 un ELISA de reconocimiento con los etts crudos (ECP, ECM y ECU).
Cada muestra fue evaluada por triplicado, parauéd se inmovilizé 250 ng de IL-18 por
pozo en una placa de ELISA durante 12 h a 4°CeRosnente se bloque6 con 1p0de
BSA al 3% en PBS 1X durante 2 h a 37°C y se laa®\eces con PBST. Se agregaron 50
ul de proteina recombinante (extractos crudo o féacpurificada) y se incubo por 2 h a
37°C. El resto del procedimiento se realizé comalescribe en el apartado 11.2.6.1. Se
emplearon controles negativos de la expresion (DBPlvirgen) asi como de

reconocimiento (BSA, lisozima).

[1.2.7 Obtencién del vNAR gue reconoce a la citocanlL-18

Una vez que se establecio el método de extraccg®yair, se procedié con la extraccion
de las proteinas recombinantes y su purificaciparér de un cultivo a mayor escala (500

ml).
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[1.2.7.1 Purificacion de la proteina VNAR recombirante

El extracto crudo obtenido, se purificd por crongaddia de afinidad empleando la resina
Ni-NTA spin column (Qiagen), la cual tiene afinidadr la secuencia de histidinas que
presenta la proteina VNAR recombinante. Una segpudéicacion se llevo a cabo con
columnas HisTrap HP affinity columns (GE Healthgade 5ml. En ambos casos se

procedio de acuerdo a las indicaciones del proveedo

Las proteinas recombinantes VNAR purificadas fuenmiuadas en geles desnaturalizantes
de tricina tefiidos con azul de comassie (11.2.6.@pr western blot (11.2.6.3). Se evalud el
reconocimiento de los extractos crudos y las foaees purificadas por IL-18 mediante un
ensayo de ELISA (1.2.6.4).

[1.2.7.2 Cuantificacidén de proteinas

Las proteinas VNAR purificadas fueron cuantificapas duplicado mediante el método de

Lowry previa didlisis con los casetes Slide A Ly@ierce).
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[1l. Resultados

[11.1 Biblioteca inmune

[11.1.1 Construccién de la biblioteca vNAR

[11.1.1.1 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

A partir del bazo de un tibur@d. francisciinmunizado con IL-18, se obtuvo 2.5 mg de
ARN total con una concentracion de 4.9 pg/pl. Leegndad de ARN purificado fue
evaluada en un gel desnaturalizante al 1.4% deos@dfFigura 7) y a partir de este se

realizo la sintesis del ADNc de los fragmentos NAR.

Figura 7. Electroforesis de ARN total obtenido del bazo deun tiburén
inmunizado con IL-18. Carriles 1y 2 corresponden 2.5 ug y 5 pg de ARN total,
respectivamente.
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[11.1.1.2 Fragmentos VNAR amplificados por PCR

Para la amplificacién de los fragmentos VNAR sdizamn reacciones de PCR por
duplicado para cada uno de los oligonucleétidoqleamdo como templado al ADNc. Los
productos de PCR amplificados mostraron una vanaen la intensidad de banda entre las
diferentes reacciones (Figura 8A). Mientras quadurellas reacciones donde se emplearon
los oligonucledtidos F-560, F-562 y F-563 la intdad de la banda fue mayor, en el resto
fue notablemente menor. Los fragmentos amplificatkbsada reaccion fueron mezclados

y purificados, los cuales presentaron el tamafierasip (~350pb, Figura 8B).

Figura 8. Electroforesis en geles de agarosa (1.8%) de liagmentos VNAR
amplificados por PCR. A Fragmentos amplificados conlos diferentes
oligonucleétidos empleados. Carriles 1 al 7 correspden a los oligonucle6tidos
sentido F-557, F-558, F-559, F-560, F-561, F-56F3663, respectivamente, carril
8, control negativo del PCR. B Mezcla de los fragnmos vVNAR. Carril M,
marcador de peso molecular 100 pb (Promega), carrll fragmentos VNAR.
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[11.1.1.3 Obtencion del fagémido pComb3X

A partir de un cultivo de 100 ml de células He coli ER2537 transformadas con el
fagémido pComb3X, se purificd 325 pug de plasmido @oa concentracion de 1.3 pg/uly
una pureza de 1.9. La integridad del fagémido jpaidb fue evaluada en un gel de agarosa
al 0.8%, en el cual se observé dos bandas corrdgdes a la conformacion relajada y
super-enrrollada del vector, esta Ultima aparentéanmas pesada, pero no es mas que su
forma compacta que le confiere una migracion aotédia en la matriz del gel de agarosa
(Figura 9).

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa (0.8%) del fag&o pComb3X
purificado. Carriles 1 y 2 corresponden a 0.5 pg yl ug del plasmido,
respectivamente.

[11.1.1.4 Digestién enzimatica de los VNAR y del fgémido pcomb3x

El fagémido y los fragmentos VNAR amplificados @@€R fueron digeridos con la
endonucleas&fil y purificados nuevamente. Mientras que en el aésdos fragmentos
VNAR, estos fueron purificados directamente deskceion de digestion; para el fagémido

fue necesario realizar una electroforesis en unpgeparativo de agarosa (0.8%). El
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proposito de la electroforesis en un gel prepavdtie recuperar los dos fragmentos que se
generan de su digestién con la endonucl&dikeEl tamafio esperado de los fragmentos fue
de 3500 y 1500 pb, que corresponden al vector idmgern ambos sitios de corte y al

fragmento de relleno (stuffer), respectivamente.

La integridad de los fragmentos digeridos y puaifics se analiz6 en un gel de agarosa,
donde se observé a estos como bandas bien defindielstamafio esperado, lo que indico
que no hubo degradacién de los mismos (Figurall®)os 2.5 ug de vNAR que fueron
digeridos con la endonucleasa soOlo se recuperardd [lg, con un porcentaje de
recuperacion del 51.2%, muy por debajo del 90-95% ge menciona en el kit de
purificacion empleado (QIAquick Spin Handbook Gedtr&ction kit, Qiagen). La misma
tendencia se observo para el fagémido, ya quessdlecuperaron 12.8 pg (8.2 pg vector
linearizado y 4.6 pg del fragmento de relleno)@e24 pg inicialmente digeridos, con un
porcentaje de recuperacion del 53.3%, sin embaaigm ¢l caso del vector era probable que
el rendimiento fuera poco puesto que se empleanayer cantidad de ADN al adecuado,
lo cual no ocurrié con los fragmentos. A pesar aédaja recuperacion, las cantidades

obtenidas de los fragmentos y el vector fuerorcmrftes para proceder con la ligacion.
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Figura 10. Electroforesis del fragmento VNAR y el fagémidpComb3X digerido
y purificado. A Fragmento vNAR. Carril M, marcador de peso molecular 25 pb
(Invitrogen); carril 1, fragmento vNAR. B Fagémido pComb3X. Carril 1, vector

linearizado; carril 2, fragmento de relleno; carril M, marcador de peso molecular
1 Kb (Promega).

[11.1.1.5 Ligacion y transformacion

Los resultados de la transformacion de las célglasoli TOP10F' con las diferentes
reacciones de ligacion a pequefa escala se presamta Tabla IV.
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Tabla IV. Estrategia de ligacion a pequefia escala

Ligacion Vector Inserto T4 Ligasa ufc

C- pComb3X X X No se observo
C- pComb3X X 4 No se observé
C+ pComb3x Fragmento relleno v 1.5X10°
Muestra pComb3X VNAR v No se observé

ufc: Unidades formadoras de colc
C-: Control negativo
C+: Control positivo

Como era lo esperado para los controles negathmse observaron transformantes. Lo
anterior confirmé que el vector empleando en lasg®nes de ligacion estaba digerido
correctamente en sus dos sitios de restriccion paendonucleas&fil y que no habia
presencia de vector no digerido ni vector diger@oun solo sitio de restriccion. La
reaccion empleada como control positivo nos pedmdorroborar que los reactivos
empleados estaban en condiciones Optimas. Se hervale que el cofactor ATP
(Adenosin trifosfato) presente en el amortiguadeiligacion, es altamente inestable y se
degrada facilmente, lo cual afecta de manera dirkectligacion de los fragmentos. Sin
embargo, esto no fue el caso ya que a partir detrao positivo se obtuvieron

transformantes.

La ligacién de los fragmentos VNAR y el fagémido foe exitosa a pesar de que se
emplearon diferentes razones equimolares de veciaserto (1:1, 1:3 y 1.5) como se
recomienda para estos casos. Considerando quetel Y&e digerido correctamente y que
los reactivos empleados estaban en condicionesm@ptiel que no se hayan obtenido
transformantes con los fragmentos VNAR probableenset debié a que estos no fueron
digeridos correctamente por la endonuclésfdaSe ha observado que algunas enzimas no

digieren eficientemente cuando sus sitios de regonento se localizan en los extremos de
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los fragmentos de ADN. Para los fragmentos amaplifiis por PCR a los cuales se les
inserta sitios de restriccibon mediante los oligdediidos, el adicionar algunas bases
contiguas a este sitio incrementa la eficiencialdeanas endonucleasas. Sin embargo este
incremento no lo presenta la enzi®il, la cual mantiene una eficiencia de digestion 50-
100% en todos los fragmentos de PCR a los cualéss ssdicion6d de 1 a 6 bases en sus
extremos. En este trabajo se emplearon oligonudtedtue incluyen 6 bases adicionales
al sitio de reconocimiento de la enzi®fl (Tabla Ill) por lo tanto era de esperarse que los
fragmentos VNAR fueron digeridos con una eficient®#b50-100%, sin embargo esta debio

ser mucho menor ya que no se logro ligar ningunesties fragmentos al vector.

Dado que la clonacion de los fragmentos VNAR no dénéosa, se decididé seguir la
estrategia de emplear biblioteca no inmune la ptedenta un repertorio primario diverso
de IgNAR a partir de la cual es posible aislar vNARe presenten afinidad por un

antigeno, en este caso para IL-18.
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[11.2 Biblioteca no inmune

[11.2.1 Reamplificacion de biblioteca

La biblioteca naive que fue reamplificada preseniX10" colonias, en un volumen de
cultivo de 50 pl de la dilucién fode fagos del titulo de entrada de la primera raiela
seleccion. Este tamafio es en un orden menor ab @@@ntrada 6ptimo (1) (Barbaset
al., 2001).

I11.2.2 Rondas de seleccion

Las titulaciones de salida para cada ronda de@éfese representaron de manera gréfica
en la Figura 11. Donde se observa, que para & ttifagos de la ronda 3 desciende con
respecto a las otras rondas, pero en la rondditilel aumenta ligeramente. Esto coincide
con la tendencia esperada, al presentarse unandisidn de fagos con variantes VNAR; ya
que a medida que aumentan los lavados durantdelecg®, se eliminan aquellos que no
son afines a IL-18 y se seleccionan los vVNAR maeesf por lo que al amplificar el cultivo
en la obtencion de la dltima ronda se espera guevdaantes presentes posean mayor

especificidad por la citocina.
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Titulos de salida (x16) en ufc

1 2 3 4
Ronda

Figura 11. Representacion grafica de los titulos de salidde cada ronda de
seleccién expresados en ufc.

[11.2.3 Busqueda de clonas positivas por PCR

A partir de las clonas obtenidas de la ronda 4liggeron 20 al azar. El andlisis de estas
clonas mediante PCR de colonia indicé que toda®ifupositivas; ya que el tamafio del
fragmento amplificado fue de alrededor de 350 pbual corresponde al tamafio esperado
de un fragmento VNAR cuando se emplean los oligedtidos especificos (Figura 12).
Una analisis a detalle del tamafio de los fragmemtoplificados evidencio ligeras
diferencias entre las clonas analizadas, lo queansitié agruparlas en tres grupo, clonas
con fragmentos grandes (3, 10, 13 y 17), internse(lio 2, 4-9, 14, 15 y 17) y pequeiios
(11, 12, 16, 18, 19 y 20).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa (1.8 %) de la®nas de la ronda 4
analizadas por PCR. Carril M, marcador de peso moleular de 1 Kb (Promega),
carriles 1-20, corresponde al nimero de clona anahda.

De las veinte clonas que fueron positivas por PSOIR, se eligieron diez para el analisis de
su secuencia. Considerando que hubo pequefiasndiesseen el tamafio del fragmento
amplificado se eligieron clonas de cada grupo,dgar3), intermedios (1, 2, 4, 6, 7 9, 14)
y pequefios (12 y 20).

Una vez que se eligieron las clonas para el asatisi su secuencia, se procedié a la
extraccion de su ADN plasmidico mediante lisis lalea El plasmido purificado fue
cuantificado (Tabla V) y su integridad evaluadaagipde un gel de agarosa (Figura 13).
Finalmente, se prepararon las reacciones para ciersgacion empleando 750 ng de
plasmido como templado y 6.4 pg del oligonucledtdtisentido gback (Tabla IlI).
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Tabla V. Concentracién de los plasmidos extraidos de ladonas con inserto

VNAR.
Cloneé [upg/pl] Clone  [pg/ul]
1 4.7 7 6.C
2 5.1 9 4.2
3 5.2 12 5.2
4 5.1 14 5.C
6 4.7 2C 5.1

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa (0.8%) de Ipksmidos purificados
correspondientes a las clonas que fueron positivgzara el fragmentos VNAR
Carril M, marcador de peso molecular 1 Kb (Promega) carriles 1 al 10
corresponde al nimero de la clona 1, 6, 7, 8, 9,,134, 15, 19 y 20,
respectivamente; de las cuales se purifico el plagio.

El analisis de las secuencias mostré inconsistegcida lectura de los cromatogramas
obtenidos, atribuibles a la calidad del ADN plasoddenviado para su secuenciacion. Con
el proposito de corroborar los resultados obtenigieviamente, se decidid secuenciar
nuevamente el plasmido de seis de las diez clonegialmente analizadas. Las seis clonas
que se eligieron fueron aquellas que presentarmmatogramas con picos mas definidos
y/o secuencias incompletas. El plasmido fue rejoadb y la reaccidon de secuenciacion se

prepard con el oligonucledtido sentido omseq (Tal)aUna vez que se contd con las
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secuencias estas fueron alineadas con las previ@nobtenidas y se procedié con su

andlisis previa traduccion de sus codones a amiohwsafFigura 14).

FR1 CDRL HVR2 HVR4 FR3

1 MAAWVDQTPKTATKEAGESLEINGVETDSSCRLYGTSWF RRVE
14 MAARVDQTPRTATRETGESL TINCVLTDSHCAIHGTSWFRNNPGSTDHERYVESVNKGSKSFSLQITDLTVEDSV
7 MAARVDQTPRTATREAGESLSINGYLIDTSHIEFGTKWFWNNPGS TIAERYVE$VNNJAKSFSLQIKDLTVEDSGTKAC
6 MAASLAKHQEWQRERQENP*PL---TASSLMLAVVCPAHLGSEIIRGIGNAIRLADDMLNQSTREQSHFLCKBRIKTVS
9 MAASLAKHQEWQRERQENP*PL-----TASSLMLAVVCPAHLGSEIIRGIGNAIRLADDMLNQSTREQSHFLCKBRT+QLS

20 MAR-TKHQERQRERQANP*PL---TASSLIPTVVYTAHLGSGIIRVQ QIGNAIRLADDMLNQSTRGQSHFESI*RT*QLKE

FR4 Sfil His
- YGGAGTVLTVGQAG GA

1

14 - YGGAGTVLTVGQAG GA
7 WQIIGRRGYFESKEP. HRADCERPGRPAPSPSPWRIPVRRSGLRFL
6 SPITAKRKLWDYSRPRYTPAAMAPYSY YGGAGTVLTVGQAG GA

9 PITAKRKLWDYSRPRYTPAAMAPYSY- YGGATVLTVNGQAG GA
20 PITVKRKGSILRTAFRGPHAILGPVPT TMELAP@LETARPASTITITMA

Coddn de paro*, @isteinas conservadas C, CDR1, GDR3 B sitio  Sfil, etiqueta histidinas H, etiquetdlHA B

Figura 14. Alineamiento de las secuencia de aminoacidos @& clonas aisladas
contra IL-18.

Los resultados del andlisis de las secuencias dseig clonas indicaron que: dos
presentaron VNAR integros (#1, #14), dos presentamdones de paro dentro de la
secuencia (#6, #9) y dos presentaron cambios (fretmf® que afectaron el marco de
lectura (#7, #20) (Figura 14). Si bien solo se ianadn seis clonas, el que ninguna de las
secuencias se repitié sugiere variabilidad, loaueado al hecho que el 30% fueron VNAR
da la pauta para realizar una busqueda mas extmulntro de las clonas previamente

aisladas.

Los VNAR identificados (#1 y #14) presentaron dissetnas candnicas y las regiones que
los caracterizan, FR1 (Frame work region 1), CD&dmplementarity-determining region
1), HVR2 (Hipervariable region 2), HVR4, FR3, CDR3R4. Como era de esperarse, la
diferencia mas notable entre estas secuenciasssevloben la composicién y tamafio del
CDR3, siendo de 24 aminoacidos en la #1 y de 24 #rl4 (Figura 14). El analisis de las

secuencias también permitié determinar que lasietthig empleadas para la purificacion
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(6xHis) e inmunodeteccion (HA) de los VNAR reconarites se encontraban en marco de

lectura para su correcta traduccion una vez qus &seron expresados.

Finalmente se determind el tamafio de los VNAR @islacon respecto a su nimero de
pares de bases nucleotidicas asi como de aminga&itleNAR de la clona # 1 es de 369
pb que corresponden a 123 aminoacidos con un pésod de 13.6 kDa, para la clona #14

es de 360 pb, 120 aminoacidos y 13.1 kDa, resauntnte.

Anteriormente Montoya Bonillas (2010) aisl6 e idéod tres VNAR (Ausl, Aus5 y Aus8)
mediante una bioseleccion contra dos fraccionesactimidad toxica de veneno de alacran
(Androctonus australjsa partir de la biblioteca utilizada en este tj@ab&in embargo, el
analisis de esas secuencias con las aisladas eetradstjo contra IL-18 mostré que eran
diferentes al comparar sus CDR3 (Figura 15), ld oes permiten identificarlos como
VNAR distintos.

FR1 CDRL _HVR2 _HVR4 FR3
1 e MAAWVDQTP KTATKEAGESLINGVF IDSOLGE GTIWRDTPGY DWIRI;IGGRYVES\JNG KSFSLQIKDLTVEDS/T | BKA

V- MAARVDQTP RTATRETGESLTINGV! D5 BE: GTyWRN PGS DWRI FIGGRYVES\NGKSESLQITDLTVEDS/TY VKA
YT p— MAARVDQTP RTATRETGESLSINGVITIDIS L GTIWF N\PGS DWE| FIGGRYVESUN AKSFSLQIKDLTVEDSTYYEKA
Aus5 - VDQTP RTATRETGESUlNI/F—:DS ofe]lt GT#WFRNNPGiDWlR hGGRYVES\}NGA(SESLQIKDLT—EDSVTYY'KA
Ause RIFRIROANPILTASS | 4 SLBE LGTIWRNIPGY DWETIGGRYVESVAKG KSFSLQITDLTVEDS/TY YgKA

CDR3 FR4 Sfi - 6xHis HA

EIOGRYF _LRIPGN ' GQAGHHHHEGA \ENDVRBNAT

14 : E- RLDT: 1] CGAGTVLTVGQAGHHHHEGA \ENDVRDNA]
PO TGRRK TP N-o-or | CGAGTVLTVGQAGHHHHEGA ENDVRDNA]
Auss | NS SIS CGAGTVLTV GQAGHHHHEEGA BN BVRDNAN
Aruss L GGAGTVLT\GQAGHHHEHGA \EXDVRDNAN

Codén de pafp*, cisteinas conservdllas C, cistamasnservadds €, CORBBBR3, skii, etiqueta histidinaf]H, etiqudidliHA

Figura 15. Alineamiento de las secuencia de aminoacidoslds clonas aisladas de
una misma biblioteca naive. Las secuencias Ausl, $f&uy Aus8 se obtuvieron a
partir de una bioseleccion contra dos fraccion deeneno de alacranA. australis).
Las secuencias #1 y # 14 contra IL-18 (este trabajo
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Una vez que se realizo el andlisis de las secueuedas clonas aisladas y se corroboro
que correspondian a VNAR que no habian sido prengnaislados, se procedié a
transformar células dé. colide la cepa TOP10F con los respectivos plasmidoy(#14).

A partir de las transformantes obtenidas se ebgiarinco de cada caso y se analizaron
mediante PCR de colonia en el que se emplearooligsnucleétidos ompseq y gback
(Tabla Ill). El analisis electroforético de los guztos de PCR indico que todas las clonas
evaluadas presentaron un fragmento con el tamai@rae de ~500 pb (Figura 16), el cual
incluye el inserto VNAR, las secuencias de lasuetas para su purificacion (6xHis) e
inmunodeteccién (HA), asi como regiones del vep@omb3X que flanquean las regiones

previamente mencionadas.

Figura 16. Electroforesis de los productos amplificados pd®CR de las clona<.
coli TOP1OF' transformadas con plasmidos que incluyenrdgmentos vNAR.
Carril M, marcador de peso molecular 1 Kb (Promega) carriles 1-5, clonas
transformadas con el plasmidos #1; carriles 6-10pa el plasmido 14.

[11.2.4 Expresion de la proteina VNAR recombinante

De las clonas dE. coli cepa TOP10F transformadas con los plasmidos #14yse eligio

una de cada construccién para la expresion deespgctivos VNAR recombinantes. En la
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extraccion de las proteinas recombinantes se eropleres métodos, extraccion

periplasmica y homogenizacion mecénica, ambos edigones nativas y un tercero con

urea o en condiciones desnaturalizantes. Los ¢aarudos obtenidos fueron evaluados
por un ensayo de ELISA, el cual indicé que la grige/NAR recombinante fue expresada
pero en niveles bajos (Abs < 0.100).

La presencia de los VNAR recombinantes se corrobmediante un ensayo de

inmunodeteccion o western blot en el que ademasatebnadante se evaluaron los restos
celulares o pellet. El propdsito de incluir lostosscelulares, fue determinar la presencia
y/o ausencia de proteina recombinante insolubleesta fraccidbn cuando se emplean
condiciones nativas para su extraccion. Los redodtadel western blot indicaron la

presencia de una banda de alrededor de 16 kDaalecorrespondio al tamafio esperado
del vNAr recombinante #1 en todas las fraccionedizadas. Esta banda de alrededor de
16 kDa no fue detectada en los extractos de laespdeada como control negativo, lo que

reforzo la idea de que se trataba de la protetmninante (Figura 17).

Al comparar la banda en las diferentes fracciomedizadas, se observd que esta fue mas
intensa en el sobrenadante obtenido a partir é&tfaccion desnaturalizante con urea y la
de menor intensidad para el sobrenadante perigtasndi bien este fue un analisis
meramente cualitativo, las comparaciones entranléodos se basaron considerando las
siguientes acotaciones: el volumen de cultivo eatdleen cada método de extraccion fue
el mismo (100 ml), el volumen de amortiguador emgtepara la extraccion periplasmica
fue cinco veces mayor (~75 ml) que en los otros mésodos (~15 ml), finalmente, el
volumen de muestra analizado en el ensayo de indeteccion fue el mismo para el caso
de los sobrenadantes (200 pl). Tomando en cuengetkrior, podemos sugerir que el
método con urea fue el mas eficiente para la esitracde proteina recombinante,

siguiendo en orden decreciente la extraccibn meadnpor ultimo la periplasmica.

Con respecto a la extraccion en condiciones natiews de esperarse que las proteinas

recombinantes estuvieran principalmente en la idacdel sobrenadante, sin embargo
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fueron los pellet o restos celulares los que ptasen una sefial mayor. Lo anterior podria
deberse a que la proteina recombinante se presemb@yor proporcion en forma insoluble
que soluble por lo cual su deteccion en el sobmemadfue menor. Por otro lado, una
extraccion deficiente podria haber ocasionado eoaperacion baja de la proteina en el
sobrenadante. Finalmente, pero no menos importastgue la diferencia en la intensidad
de las sefales sélo fue debido a la cantidad detraugnalizada, ya que en el caso de los
sobrenadantes se analizaron 200mientras que de los restos celulares o pelletuina

porcion no cuantificable.

A partir del analisis de inmunodeteccion se detentdandas adicionales tanto en las
extractos recombinantes como en el control negdivacoli cepa TOP10F virgen), las

cuales presentaron un tamafio mayor al de los vNARpresencia de estas bandas
adicionales podria deberse a diferentes causasumaacombinacion de ellas, como es
inespecificidad del anticuerpo, exceso de muestyaleaado o un bloqueo ineficiente, entre

otras.

Figura 17. Inmunodeteccion de la proteina recombingte VNAR # 1 obtenida
mediante extraccién peripldsmica, mecénica y con ea. Carril M, marcador de
peso molecular Kaleidoscope Prestained Standards i(BRad). Carriles 1 y 2,
extraccion periplasmica, sobrenadante y pellet, regectivamente. Carriles 3 y 4,
extraccion mecanica, sobrenadante y pellet, respé@mente. Carriles 5 y 6,
extraccion con urea, sobrenadante y pellet, respécamente. Carriles 7 y 8,
control negativo sobrenadante, extraccién con urea mecanica, respectivamente.
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Se llevo a cabo un ELISA de reconocimiento en el se evaluaron los sobrenadantes
obtenidos con los diferentes métodos de extraquada cada proteina VNAR recombinante
(Figura 18). Este analisis mostré que ambas prdefeconocen a la IL-18 (antigeno)
aunque en diferente grado, ya que fue la proteoambinante #1 fue la que presento los
valores de reconocimiento mas altos, excepto garatiecto obtenido por homogenizador
mecanico (ECM) que fue similar para ambas clonbgaler obtenido para el extracto con
urea (ECU) de la proteina recombinante #1 indicé qupesar de haber empleado
condiciones desnaturalizantes esta fue capaz deaeer el antigeno, lo anterior podria
deberse a que es una proteina estable en esasiopnasi(urea 8M) o a su alta afinidad a
pesar de su grado de desnaturalizacion. Sin emlestgotendencia no se observo para la
proteina recombinante #14, donde el valor de regoniento fue similar al del control
negativo. Dada la diferencia obtenida con los ekbsa desnaturalizantes y los valores
reducidos obtenidos para el extracto periplasmiEGR), se optd por seleccionar a la
homogenizacion mecanica como meétodo de extraccida seria empleado en lo

subsecuente.
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1.2

Cepavirgen
B vNAR #1
BvNAR #14

Absorbancia a 405 nm

ECP ECM ECU

Figura 18. ELISA de reconocimiento de las proteinas recombimdes VNAR
#1 y #14 contra IL-18. Seanalizaron los extractos crudos obtenidogle las
clonas 1 y 14 por tres métodos de extraccion: petgsmica ECP),
homogenizacién mecanicaHCM) y con urea ECU). Como control negativo
se proceso por los mismos métodos de extraccion ucapa TOP10F
virgen.

[11.2.5 Obtencion de la proteina recombinante vNARgue reconoce a la citocina IL-18

Una vez que se seleccioné el método de extrac@diewd a cabo el escalamiento del
cultivo (500 ml), a partir de los cuales se hiza ymimera purificacion de las proteinas
VNAR recombinantes mediante columnas con resindT™-spin column (QIAGEN). Las
fracciones obtenidas fueron analizadas en gelasatigslizantes de tricina (SDS-PAGE)
tefidos con azul de coomassie. Dicho andlisis indica baja afinidad de las proteinas
recombinantes por la resina, ya que estaban pesset#nto en las fracciones
correspondientes a los lavados como en el extiat@ovez que este habia pasado por la
columna (extracto purificado, EP). Adicionalmense, observo la presencia de bandas
inespecificas en las fracciones correspondient@&lasion y donde se esperaba obtener las
proteinas recombinantes puras (Figura 19). Un sieaihediante western blot de estas
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fracciones permitié corroborar la presencia deplateinas VNAR recombinantes tanto en

las elusiones como en el EP (Figura 20).

Figura 19. Electroforesis desnaturalizante en geles de ¢iha (12%) de proteinas
VNAR recombinantes purificadas mediante cromatogrdf de afinidad a niquel
(Ni-NTA, QIAGEN). A Proteina VNAR recombinante #1. B Proteina vNAR
recombinante #14. Carril M, marcador de peso moledar Broad Range
(Promega); carril 1, EC; carriles 2 y 3, primer y fgundo lavado,
respectivamente; carriles 4-7 eluciones 1-4, resge@mente; carril 8, EP. EC:
extracto crudo y EP: extracto purificado.
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Figura 20. Western blot de las proteinas VNAR recombinange purificadas
mediante cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA QIAGEN). Carril M,
marcador de peso molecular Kaleidoscope Prestaine@tandards (Bio-Rad).
Carriles 1-5 proteina VNAR recombinante #1, carrils 1-4 corresponde a las
elusiones 1-4, respectivamente y carril 5 al EP. @ides 6-9 proteina VNAR
recombinante #14, carriles 6-8 corresponde a lasusiones 1-3, respectivamente y
carril 9 al EP. EP:extracto purificado.

Dado que la purificacion por cromatografia de dfwi empleando la resina Ni-NTA,
(QIAGEN) no permitié obtener fracciones puras degeoteinas recombinantes vNAR, se
decidi6 llevar a cabo una nueva purificacion megiacolumna HisTrap HP affinity
columns (GE Healthcare) de 5ml de capacidad. Ldigagion se realizo a partir de nuevos
cultivos. Las fracciones obtenidas fueron evaluagtageles desnaturalizantes de tricina
tefiidos con azul de coomassie, donde se observiagpeoteinas recombinantes eluyeron
entre las fracciones 5-9 (Figura 21). A diferendéh caso anterior, donde se empleé la
resina Ni-NTA (QIAGEN), la purificacién con las cohnas HisTrap HP affinity elimino
en gran medida bandas adicionales inespecificaslop@gue podemos sugerir que la
purificacion fue mas eficiente. Adicionalmente gtracto purificado (EP) no evidencio la
presencia de la proteina VNAR recombinante, losugiere que esta fue capturada por la
resina. En el analisis electroforético se inclulyésracto crudo filtrado (ECF) y sin filtar
(EC) como una medida para corroborar que en est pa habia perdida de proteina, sin

embargo, no se observé diferencias entre los éatrac



58

Figura 21. Electroforesis desnaturalizante en geles de ¢ma (12%) de las
proteinas VNAR recombinantes purificadas medianteromatografia de afinidad a
niquel (HisTrap HP affinity columns, GE Healthcare) A Proteina vNAR
recombinante #1. Carril M, marcador de peso molecar Broad Range
(Promega); carril 1, ECF; carriles 2 y 3 primer y <fgundo lavado,
respectivamente; carril 4, EP; carriles 5-15 elucié 1-10, respectivamente; carril
16 y 17 mezcla de las eluciones 11-15 y 16-20, mxtjvamente; carril 18, EC. B
Proteina VNAR recombinante #14. Carril M, marcadorde peso molecular Broad
Range (Promega); carril 1, EC; carril 2, ECF; carriles 3, 4 y 5 primero, segundo y
tercer lavado, respectivamente; carril 6, EP; carti 7, mezcla de las eluciones 1-4;
carriles 7-13 eluciones 5-10, respectivamente y c&rl4, mezcla de eluciones 11-
15. EC: extracto crudo, ECF: extracto crudo filtrado, EP: extracto purificado.

El andlisis por western blot de las fracciones fimadlas evidencio la presencia de las
proteinas VNAR recombinantes, asimismo se corrobae estas fueron retenidas por la

resina ya que no se detectd su presencia en &ligiitd 22).
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Figura 22. Western blot de las proteinas recombinaas VNAR #1 y #14
purificadas mediante columnas HisTrap HP. Carrilesl y 2, vNAR #1 elusion 6 y
EP, respectivamente. Carril M, marcador de peso metular (Invitrogen).
Carriles 3 y 4 vNAR #14 elusion 7 y EP, respectivaemte. EP: extracto purificado.

Una vez que se obtuvieron las fracciones purifisattalas proteinas recombinantes vVNAR
#1 y #14 se llevo a cabo un ELISA de reconocimigrdoa cada una contra IL-18. Se
incluyeron lisozima y BSA como controles negatidesreconocimiento (Figura 23). Este
analisis evidencié que los extractos crudos prasemtun reconocimiento mayor, siendo
extracto VNAR #1 el que presenté el valor mas aftientras que para las fracciones puras,
el mayor reconocimiento lo presento la proteinamdznante VNAR #14. Las diferencias
entre los extractos crudos y las fracciones padfis pueden deberse a posible

inespecificidad, principalmente por parte de los EC
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Figura 23. ELISA de reconocimiento de los VNAR #1 ¥14 por la IL-18. Se utilizé
BSA al 3% en PBS 1X y lisozima (1 mg/ml) como cordfes negativos (BSA y
LIS), vNAR #1 y #14 del extracto crudo (EC) por homgenizacion mecanica y del
extracto purificado (EP) las eluciones e5 y €6, nesctivamente.

Posterior al analisis de reconocimiento de lascfoaes purificadas por la IL-18, se
dializaron para su cuantificacion mediante el meétoe Lowry, donde se obtuvo una
concentracion de 0.15 mg/ml vNAR #1 y 0.2 mg/ml \RI#&14.
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V. Discusiones

El sindrome metabdlico (SM) es un concepto clinfpe se diagnéstica por el
padecimiento de varias enfermedades fisiopatoléggode asociadas, entre las que se
encuentran obesidad, resistencia a la insulinbetia mellitus tipo 2 y aterosclerosis. Asi
mismo se ha encontrado que existe una relacida digokcina pro-inflamatoria interleucina

(IL)-18 en cada una de estas enfermedades y ptoreéarel padecimiento del SM.

Dado que los componentes del SM son enfermedadesfgatan a un gran niamero de
personas en nuestros dias, es importante contarhemamientas que nos permitan
identificar aquellos marcadores de riesgo a patde;esn etapas tempranas de su desarrollo
y con ello prevenirlas, por lo que la implicaciom ldl-18 en el desarrollo del SM la sitta

como un blanco factible a emplearse.

Una solucion a lo anterior podria ser el uso dea@tpos. Los avances en la biotecnologia
y en las técnicas moleculares, han permitido aptwvela capacidad que tienen los
anticuerpos de unirse a sus antigenos, para eingsleaomo herramientas de gran
aplicacion en la investigacion y en areas de laicimed para diagnostico y terapia.
Actualmente se cuenta con métodos que permiterrandgoeficiencia, estabilidad y rapida
obtencidon en grandes cantidades de anticuerposamedécnicas recombinantes, dejando

de lado procesos laboriosos y prolongados comdesimnmacion de hibridomas.

Una opciodn de anticuerpos son los VNAR de domiaigable sencillo; los cuales presentan
alta afinidad, tamafio pequefio, gran estabilidada/ negion CDR3 mas larga comparada
con los anticuerpos convencionales, confiriéndaoten gvariabilidad, mas superficie de
contacto con el antigeno y posiblemente un mayanak a sitios antigénicos no accesibles
para otro tipo de anticuerpos (Nuttaflal, 2002).
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En el laboratorio de Inmunologia Molecular y Bidttas del Departamento de
Biotecnologia del CICESE, se han realizado previgenérabajos para la obtencion de
VNAR contra diferentes antigenos a partir de bibtias fasmidicas inmunes y naive. Para
el caso de bibliotecas inmunes se aislaron vNARraotas citocinas TNy VEGFgs
(Camacho Villegas, 2007), péptidos de la telomel@a@ezada lfiguez, 2008) y para
bibliotecas naive, se seleccionaron VNAR contraneme de alacranAfdroctonus
australig (Montoya Bonillas, 2010), la proteina PA @acillus anthracis(Mendoza
Porras, 2008), las citocinas TNFy VEGFes (Camacho Villegas, 2007), entre otros.

Por lo que en este trabajo se decidio construirbilpldoteca inmune y emplear una naive
para la obtencién de vNAR con afinidad por la d¢itachumana IL-18. Sin embargo, la
clonacion de los fragmentos VNAR no fue exitosasifdjemente debido a que las
condiciones empleadas no fueron las adecuadaggt@raaso, ya que en trabajos anteriores
han tenido resultados satisfactorios; por lo queexesario, buscar aquellas condiciones
que si permitan la clonacion, ya sea el empled tdes eenzimas de restriccion, alternar

condiciones de reaccioén u otras.

La probabilidad de encontrar variantes de anti@gegon una alta afinidad por un antigeno
es mayor si se parte de una biblioteca inmuneefibargo, se ha encontrado que a partir
del repertorio primario de los tiburones es posénleontrar vYNAR con capacidad de unién
a diferentes antigenos, como es el caso del estiediduttall y colaboradores (2002), que
encontraron dos VNAR con afinidad a la proteasa Hgforphyromonas gingivalig
partir de una biblioteca naive, ademas de los jwabeealizados en el laboratorio,

anteriormente mencionados.

Siguiendo con el objetivo de obtener anticuerpodataeino sencillo VNAR, se optd por la
estrategia de emplear una biblioteca naive, la @uaamplificarla presentd un nimero de
1.1X10" ufc el cual fue adecuado, sobre todo si se corssigiee Barbas y colaboradores
(2001) sugieren un tamafio de'16omo ideal para el caso de la reamplificacién o u
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biblioteca de animales como gallina, conejo o rasorLo anterior nos permitio emplear

esta biblioteca ya que el valor de entrada derdad® sugiri6 diversidad.

A partir del amplio espectro de variantes de vNARlalbiblioteca naive, se procedié con

la bioseleccion de vNARSs con afinidad por IL-18setvdndose un descenso a partir de la
tercera ronda de seleccion y un aumento en laauaridencia esperada de acuerdo a lo
estipulado por Barbas y colaboradores (2001), yaajmedida que aumentan los lavados
con la ronda subsecuente, se van descartandoagjuatiantes de vNAR que no son afines
a la citocina y se aislan aquellas con mas afinidad

Después de las rondas de bioseleccion se analizasosecuencias de las clonas que
expresaron VNAR, ninguna de las secuencias se idregiigiriendo variabilidad,
considerando que el 30% correspondio a clonas goeegaban VNAR, da la pauta para

realizar una busqueda mas exhaustiva dentro adolags previamente aisladas.

Al haberse aislado dos VNAR (#1 y #14) con afinigad IL-18 a partir de la biblioteca
naive nos sugiere que esta presenta diversidaddaum que fue empleada previamente.
Montoya Bonillas (2010), aislo tres VNAR (Ausl, Aug Aus8) con afinidad por dos
fracciones del veneno de alacr@&mdroctonus australjsa partir de esta misma biblioteca.
Donde el andlisis de las secuencias de los VNARigrente aislados y los VNAR
seleccionados en este trabajo, mostré que eraruliés en sus CDRS3, lo cual nos permite
identificarlos como VNAR distintos con afinidadeténte, a partir de una misma biblioteca
naive. Ademas, los VNAR seleccionados contra llptE8entaron afinidad por la citocina y
no por las proteinas empleadas como controles idegatAloumina de suero bovino y
lisozima), indicando que en la ultima ronda de éliescion solo se encontraban aquellas

variantes con mayor afinidad por IL-18.

Los VNAR identificados como #1 y #14, presentaroa disteinas candnicas y las regiones
que los caracterizan, FR1 (Frame work region 1)RCcomplementarity-determining
region 1), HVR2 (Hipervariable region 2), HVR4, FRGBDR3 y FR4; adicionalmente
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mostraron una distribucion de cisteinas no canénigatro de las regiones del CDR1 y
CDRS3, lo que nos permite identificarlas como fragtos variables de anticuerpos NAR

tipo Il, conforme a lo descrito por Roux y colaldwees (1998).

Los dominios VNAR concentran gran parte de su didad en la region CDR3 (Nuttadt

al., 2001). Como era de esperarse, la diferencianotable entre las secuencias de las
proteinas recombinantes #1 y #14, se presentd eonigosicion y tamafio del CDRS3,
siendo de 24 aminoacidos en el #1 y de 21 en e, #jdedando dentro del rango de
residuos que integran el CDR3 de los VNAR, queedidl a 27 (Dooleyt al, 2003 y
Stanfield et al, 2004). Si bien, los VNAR se caracterizan port@amafio pequefio, se
encontré que a pesar de presentar un CDR3 largo/NAR #1 y #14 tienen tamafios de
~13 kDa que cae dentro del tamafo esperado, yaeudNAR #1 es de 369 pb
correspondientes a 123 aminoacidos con un pesodeate 13.6 kDa y el VNAR #14 es de
360 pb equivalente a 120 aminoacidos con un pesiceede 13.1 kDa; por lo que el
tamafno pequefo de estas proteinas recombinantda podferirles una mejor penetracion
de tejidos, permitiéndoles acceder hasta dondensgeptre su antigeno con una rapida

eliminacion.

Con respecto a la obtencién de las proteinas rdoamtes VNAR #1 y #14 al emplear el
método de extraccion peripladsmica por choque osmdsie encontré que se obtenia muy
poca cantidad de proteina, posiblemente debidedagproteina expresada por la clona no
alcanzaba a translocarse totalmente al area parid, por lo que se decidi6 emplear
otros métodos de extraccion, que fueron homogeizamecanica y un método
desnaturalizante con urea. De los cuales, se adogmé el método mas eficiente fue el de
extraccion desnaturalizante, siguiendo en ordenedemnte la extraccion mecénica y por
ualtimo la periplasmica. Lo anterior concuerda campiesencia de mayor sefial obtenida en
el andlisis por wester blot de la proteina en léepde los pellets o restos celulares y no en
la fraccion del sobrenadante, indicando que la mpgecion de la proteina recombinante,

se encontraba en mayor proporcion de forma inselgbe de forma soluble y por ello se
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obtuvo una mayor sefial por los métodos de extracoid urea y mecanica, que con la

extraccion periplasmica usualmente empleada.

Si bien, el valor obtenido para el extracto desadinante de la proteina recombinante #1
presentd el valor mas alto de reconocimiento, sesider6 como mejor al método de
extraccion por homogenizacion mecanica, debido a gL empleo de un método
desnaturalizante conlleva al uso de un procesced®turalizacion que podria poner en
juego la actividad de las proteinas recombinai@abe mencionar que el valor elevado de
reconocimiento por parte de la proteina #1, podeberse a que es estable en esas
condiciones desnaturalizantes (urea 8M), a suadiltédad a pesar de las condiciones de
desnaturalizaciébn o posiblemente por la destrucdércuerpos de inclusion que hayan
secuestrado a la proteina; sin embargo, no sewdbsarvalor elevado de reconocimiento
por parte de la proteina recombinante #14 obtesmideondiciones desnaturalizantes, por el
contrario el valor fue similar al del control negat Debido a lo anterior y que los valores
de reconocimiento para el extracto obtenido pdnoghogenizador mecanico fue similar
para ambas clonas y por encima de los valoresatetad negativo es que se considero
como Optimo, ademas que el método de extraccioram nos permitio extraer de

manera mas eficiente los VNAR #1 y #14 que presartzonocimiento por la IL-18.

Aun con los problemas para la generacion de ldaobéala inmune, se logré el objetivo
principal al obtener fragmentos de dominio sencille anticuerpos del tiburon
Heterodontus francisaon afinidad por IL-18 humana, mediante el empledtadbiblioteca
naive, que demostré la presencia de variantes vNAIR capacidad de unién por la
citocina. La capacidad de union de las proteinasmbinantes #1 y #14, aunado a las
caracteristicas de los VNAR, las hace idoneas paraplicacion como herramienta de

diagnodstico en areas de investigacion y medicireainuolucren a IL-18.
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IV. 1 Conclusiones

La construccion de la biblioteca inmune no fue asdt sin embargo se aislaron dos

fragmentos VNAR con afinidad por IL-18 a partirude biblioteca naive.

Los fragmentos VNAR con capacidad de union a Ilsd® una alternativa para su empleo
en la investigacion y diagnostico de enfermedadexlel se encuentre involucrada esta

citocina.

El repertorio primario del tiburéHeterodontus francis@mpleado en la construccion de la
biblioteca naive fue diverso, considerando los vN#$tados previamente asi como los dos

obtenidos en este trabajo contra IL-18.

El método de homogenizacion mecanica permitié uxteaecion mas eficiente de las
proteinas VNAR recombinantes, comparado con el doétte extraccion periplasmica

comunmente empleado.
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IV. 2 Perspectivas

Evaluar la capacidad de los VNAR #1 y #14 recomiigs para neutralizar la accion

biolégica de la citocina humana IL-18, por medidbdeensayos.

Analizar la capacidad que presentan estos VNAR panse a la citocina, después de
someterlos a diferentes concentraciones de agele®msaturalizantes y después de un

proceso de re-naturalizacion.

Optimizar las condiciones empleadas en el procesdahacion al construir la biblioteca

inmune e identificar cudles son mas adecuadas.

Comparar el método de homogenizacidon mecanica tos métodos de extraccion como

el de sonicacion y analizar cual presenta mejatineiento.
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Anexos

Anexo 1: Abreviaturas

Mg Microgramo:

i Microlitros

ABTS Acido €-sulfénico, 2,2-azinc-bis(z-etilbenztiazoline
BCF 1-bromo,-cloropropan

BSA Albumina sérica bcina

cbr Cuanto baste pa

cADN Acido desoxirribonucleic complementari
DEPC Dietil pirocarbonat

ADN Acido desoxirribonucleic

DO Densidad 6ptic

EDTA Acido etiler-diamine-tetre-acetice
ELISA EnzymeLinked Inmuno Sorbent Ass
IPTG Isopropi-B-D-tio-galactésid

kb Kilo base

LB Medio de cultivo Luria Berta

M Molar

mA Mili ampere

mg miligramo

mi mililitro

mM milimolar

MOPS Acido 3-(N-morfolino) propano sulfonic
ng nanogram

nm nanometr

pk Pares de bas

PBS Phosphate buffered sal

PCF Reaccion en cadena de la polime

pg picogramt

PSA Persulfato de amor

RNA Acido ribonucleic

rpm Revoluciones por minu

SB Medio de cultivcSuper Brotl

SD¢S Sodio dodecil sulfar

SOE Medio de cultivi SuperOptimal Broth
SOC Medio de cultivi SuperOptimal Broth with Cataboliti
TEMED N, N, N’, N'-Tetrameti-etiler-diamine

U Unidac

ufc Unidadformadora de colon

\Y Volts



74

Anexo 2: Preparacion de medios y soluciones

3

*

Amortiguador A
»= 0.36 g tris HCI [30 mM]
= 20 g sacarosa [20%]
= Disolver en agua destilada, ajustar pH 8 y aforbEd@ml.

X3

*

Amortiguador B
= 13.8g NaHPQO, [100 mM]
= 1.2 g Tris-HCI [10 mM]
= 480.0 g Urea [8M]
= Disolver en agua destilada, ajustar pH a 8 con Ng@Fbrar a 1 I.

% Amortiguador de carga 2X (SDS PAGE, desnatural&ant
= 900 pl de una solucion (0.125 M tris HCI, pH 6.8%2Glicerol y 4% SDS)
= Disolver 100 pul de beta-mercaptoetanol en la sétuanterior.

% Amortiguador de carga para RNA
= 25 pl glicerol [50%)]
= 1ulEDTAO0.5M, pH 8
» Azul de Bromo fenol [0.25 %)]
» Disolver y aforar al volumen con agua DEPC (cbu§0

% Amortiguador de citratos 10X
= 2.45 g Acido citrico anhidrido
= 10.96 g citrato trisédico dihidratado
= 8.77 g NaCl
= Disolver en agua destilada, ajustar pH a 5.5 yaafarl I.

3

*

Amortiguador del anodo 10X
= 242.28 g Tris base [2M], pH 8.9
= Disolver en agua destilada, ajustar pH a 8.9 cohy-forar al 1 |.

s Amortiguador del catodo 10X
= 121.14 g Tris base [1M], pH 8.25
= 179.17 g Tricina [1M]
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10 ml SDS al 1%
Disolver en agua destilada, después agregar elySi&@ar a 1 I.

Amortiguador de lisis

6.9 g NaHPO,[50 mM]

17.54 g NaCl [300 mM]

0.68 g Imidazol [10 mM]

Disolver en agua destilada, ajustar pH a 8 con Ng@Fbrar a 1 I.

Amortiguador MOPS 10X

= 2.09 g MOPS

= 1 ml Acetato de sodio 1M

= 1 ml EDTA 0.5M, pH8

= Disolvery aforar al volumen con agua DEPC (cbpr0

Amortiguador para el gel de tricina

18.17 g Tris base [3M], pH 8.45

0.5 g SDS [0.3%]

Disolver en agua destilada, ajustar pH a 8.4 coh H@egar SDS, aforar al
volumen (cbp 50 ml).

Amortiguador para transferencia semi-seca, pH 8.3

3.0 g Tris base [25mM]

14.4 g Glicina [192mM]

200 ml Metanol [20%]

Disolver en agua destilada y aforara 1 I.

LB agar

10g de Triptona

5g de Extracto de levadura

10g de NaCl

Disolver en agua destilada, ajustar pH a 7 con Na@id vez ajustado el pH se
le agrega el agar (11g), aforar al volumen (cbp ¢ $in disolver se mete a
esterilizar. Si se requiere con antibiotico, agrnegauando el medio este frio.

PBS 10X

80 g NaCl



% PBST

7
°

R/
0‘0

SB

SOB

SOC
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2 g KCL

17 g NaHPQ,

1.63 g KRHPO,

Disolver en agua destilada, ajustar pH a 7.4 coh &fGrar al volumen (cbp 1 1)
y Esterilizar (autoclave).

250 pul Tween-20 [0.05%]
Disolver en 500 ml de PBS 1X.

32 g Triptona

20 g Extracto de levadura

5 g NaCl

Disolver en agua destilada, ajustar pH a 7 con Nd®H aforar al volumen
(cbp 1) y esterilizar.

20g de Triptona

5.0 g de Extracto de levadura

0.5 g de NaCl

186 mg de KCI 6 10 ml de KCI 250 mM

cbp 1 L con agua destilada

Disolver en agua destilada, Ajustar pH 7 con Na@fdrar al volumen (cbp 1 1)
y esterilizar. Una vez frio, agregar 5 ml de Mg\ (estéril).

1 ml de glucosa 1M (estéril)
Disolver en 50 ml de medio SOB.

¢+ Solucion de bloqueo

1.5 g BSA [3%]
Disolver en 50 ml de PBS 1X.

%+ Solucion para destefiir azul de Coomassie:

100 ml Metanol al 100% [40%]
25ml Ac. Acético al 100 % [10%]
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= Aforar con agua destilada a un volumen de 250 ml.

%+ Solucion para tefiir con azul de Coomassie:
= 100 ml Metanol al 100% [40%]
25ml Ac. Acético al 100 % [10%]
0.125 g Azul de Coomassie [0.05%)]
Disolver con agua destilada y aforar a 250 ml.

% Sustrato para peroxidasa
= 100 pl Amortiguador de citratos 10X
= 20 ul ABTS 50 X [20 mg/ml en agua]
= Disolver en agua destilada, aforar al volumen () ynhgregar al dltimo 1 pl
H,O, al 30%.

s TBE 10X
= 108 g Tris Base
= 55 g Acido Borico
= 40 ml EDTA 0.5 M, pH8
= Disolver en agua destilada, ajustar pH a 7.4 yaafakvolumen (cbp 1 I).



