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Resumen de la tesis que presenta Dalia Vanessa Millan Gomez como requisito parcial para la obtencion
del grado Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Efecto de un VNAR anti-VEGF;65 en el tratamiento del cancer

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

Los VNARs se han probado como nuevos entes terapéuticos, basados en su estabilidad, capacidad de unién
y penetracién en los tejidos. El V13, un VNAR que reconoce al VEGF, se utilizé como molécula parental en
la cual se insertaron cambios de aminoacidos in silico. Se generaron cinco mutantes de VNAR in silico para
modificar el reconocimiento por el VEGF. Se seleccionaron dos modelos in silico con una Unica mutacion
para aumentar el reconocimiento de VEGF y dos modelos con una Unica mutacion para disminuir su
reconocimiento por VEGF. Adicionalmente se probé un modelo en el que se combinaron las dos primeras
mutaciones para mejorar su unién al VEGF. En comparacién con el VNAR V13 parental, las mutaciones
P98Y y L99K mejoraron el reconocimiento y la neutralizacién del VEGF in vitro. Por tanto, estas moléculas
poseen un potencial terapéutico en la neutralizaciéon del VEGF durante la angiogénesis.
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iii
Abstract of the thesis presented Dalia Vanessa Millan Gomez as a partial requirement to obtain the
Doctor of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology.

Effect of a VNAR anti-VEGF;6;5 in the treatment of cancer

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

VNARs have been tested as novel therapeutics, based on their stability, binding, and penetration into
tissue. V13, a VNAR clone that recognizes VEGF, was used as a parental molecule into which in silico amino
acids changes were inserted. Five in silico VNAR mutants were generated to alter the in vitro recognition
of VEGF. Two in silico models with a single mutation were selected to increase the recognition of VEGF and
two models with a single mutation were chosen for their lower affinity to VEGF. An additional model was
included with two mutations combined to improve its binding VEGF. Compared with the parental V13
clone, mutations P98Y and L99K improved the recognition and neutralization of VEGF in vitro. These
molecules thus have therapeutic potential in neutralizing VEGF during angiogenesis.
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Capitulo 1 Introduccion

La angiogénesis es la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya existentes. El factor
de crecimiento endotelial vascular o VEGF (por sus siglas en inglés), pertenece a una gran familia que junto
con sus receptores son reguladores esenciales de la angiogénesis y de la permeabilidad vascular. La
sobreexpresién del VEGF ha sido correlacionada con la metdstasis, y existen estudios que demuestran que
la inhibicion de su produccién por medio de la administracidon de anticuerpos anti-VEGF produce una
reduccidn del crecimiento neopldsico. Los tratamientos utilizados en el combate del cancer incluyen
radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, estos actian de manera inespecifica sobre todas las células,
resultando téxicas para las células sanas. Una alternativa de co-tratamiento es el uso de VNAR anti-VEGF,
qgue auxiliaria en la neutralizacion de la citocina VEGF165 en células tumorales, suprimiendo su
crecimiento, haciéndolas candidatas a una extirpacidn quirdrgica. Un requerimiento para los
medicamentos basados en anticuerpos es el desarrollo de proteinas que puedan unirse con alta afinidad
a epitopos especificos relacionados a sitios criticos de actividad. Esto puede ser logrado con un disefio in

silico que mejore su afinidad.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Estructura y funcién de los anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas que pertenecen al sistema inmune adaptativo de los vertebrados
cuando hay una exposicién de estructuras extrafias conocidas como inmundgenos. Los anticuerpos son
expresados como receptores en las superficies de las células B, cada uno de ellos con una especificidad
distinta. En los seres humanos existen cinco tipos de anticuerpos, clasificados de acuerdo a la cadena
pesada de sus dominios constantes, IgM, IgG, IgA, IgD e IgE. El isotipo 1gG es el mas utilizado como
anticuerpo terapéutico. Los IgG son grandes proteinas de 152 kDa, compuestas por dos cadenas ligeras y
dos cadenas pesadas (Figura 1). La unidad estructural basica de un anticuerpo esta compuesta de dos
cadenas pesadas idénticas. Las regiones variables N-terminal de las cadenas pesadas y ligeras forman los
sitios de union al antigeno (paratopo), mientras que las regiones constantes C-terminal de las cadenas

pesadas interactian funcionalmente con otras moléculas en el sistema inmune. Dentro de cada dominio
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variable se encuentra tres regiones determinantes de complementariedad (CDR), que determinan la unién

al antigeno. Por lo tanto, existen un total de seis CDRs que contribuyen a la union al antigeno.

Sitio de Sitio de
union al union al
antigeno antigeno
\Ad
Fv Regiones
variables
Fab
H N
Bisagra[
C
He Regiones
constantes
Fc
Cha

wvv Regiones Determinantes de Complementariedad

B mmmw Enlaces disulfuro

Figura 1. Estructura de una IgG convencional (Modificado de Deng et al., 2012).

Las interacciones que los anticuerpos forman con el antigeno son del tipo no covalentes. Los
anticuerpos, como parte del sistema inmune adaptativo, tienen la capacidad de unirse a los antigenos para
neutralizarlos. El complejo antigeno-anticuerpo que se forma es el detonante de una cascada de
reacciones que degradan este complejo (Abbas et al., 2012). Los anticuerpos son producidos por los
linfocitos B activados y se encuentran unidos a membrana o de forma soluble. Representan la fase efectora
de la respuesta inmune humoral. En |a fase efectora de la respuesta inmune adaptativa, los anticuerpos
secretados se unen al antigeno y activan varias respuestas para eliminar al antigeno, neutralizarlos y
marcarlos para que sean eliminados, ya sea promoviendo la fagocitosis o despertando la respuesta de

mediadores inflamatorios (Abbas et al., 2004).



1.1.2 Aplicaciones biomédicas de los anticuerpos

Dentro del mercado farmacéutico, los entes bioldgicos han tenido un crecimiento sustancial exitoso.
Existen aproximadamente 40 anticuerpos en el mercado (aprobados por la Administracidn de Alimentos y
Medicamentos, FDA por sus siglas en inglés) y cientos de ellos se encuentra en desarrollo clinico, haciendo
el valor econdmico y terapéutico de los anticuerpos monoclonales muy evidente. Desde su aparicién
durante la década 1980-89, los anticuerpos monoclonales (mAb) de ratdn crearon la expectativa de
revolucionar el tratamiento de enfermedades, debido a su gran especificidad y homogeneidad. Bajo
ciertas circunstancias, la eficacia de diagndstico y terapéutica de los anticuerpos monoclonales puede
estar limitada por atributos inherentes como su tamafio y su complejidad estructural. Sin embargo, las
primeras aplicaciones terapéuticas mostraron como limitacion el desarrollo de respuesta inmune contra
secuencias de las regiones constantes por los pacientes tratados. Esta respuesta, conocida como HAMA
(human anti-mouse antibodies) tiene efectos patogénicos expresados en inflamacién articular, eritema
cutdneo y falla renal, entre otros. Se caracteriza ademas, por aumentar con la administracion de dosis
repetidas, teniendo como consecuencia una reduccion de la actividad benéfica del mAb. Asi, los
anticuerpos monoclonales de ratdn sélo hallaron aplicacion en los campos del diagnéstico clinico, andlisis
biolégico e investigacidon (Aguillon et al., 2003). El limite de los anticuerpos monoclonales puede estar
basado en su incapacidad para acceder a ciertos epitopos cripticos o sitios activos enzimaticos, asi como

por su movilidad y penetracidn en los tejidos.

El redisefio de anticuerpos murinos dentro de la biologia molecular, plantea la incorporacién de
aminoacidos humanos funcionalmente equivalentes, inicialmente mediante la sustitucion de los dominios
constantes con equivalentes humanos, reduciendo asi la inmunogenicidad de la molécula (Knight et al.,
1995). Lo anterior es conocido como anticuerpos quiméricos, e incluyen al infliximab y rituximab. Sin
embargo, se desarrolla inmunogenicidad por anticuerpos quiméricos humanos, asi como
hipensensibilidad que forman parte de las advertencias de estos medicamentos, resultando en una falta
de eficacia. Asi surge la nueva generacion de anticuerpos monoclonales humanizados, con el minimo de
aminoacidos murinos en sus secuencias. Actualmente, existen diferentes tratamientos basados en
anticuerpos humanizados aprobados para artritis reumatoide como tocilizumab, un anticuerpo anti-IL-6R,
golimumab, adalimumab certolizumab, trastuzumab y bevacizumab para cancer, omalizumab para asma
y natalizumab para esclerosis multiple (Campbell et al., 2010). Las tecnologias utilizadas para el desarrollo
de anticuerpos recombinantes de origen totalmente humano han sido realizadas con dos tecnologias

alternativas, despliegue de fagos y ratones transgénicos que expresan genes de inmunoglobulinas
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humanas (Lonberg et al., 1994). Existen también técnicas que permiten fragmentar a los anticuerpos en

unidades tan pequefias que no pueden ser detectados por el sistema inmune.

1.1.3 Ingenieria de los anticuerpos

Uno de los principales objetivos de la ingenieria de anticuerpos es minimizar el tamafio de las
inmunoglobulinas para el desarrollo de fdrmacos y, de esta manera, utilizar los fragmentos de anticuerpos
como herramientas terapéuticas (Sandhu, 1992). Posteriormente se desarrollaron a partir de la
inmunoglobulina de 150 kDa bivalente intacta, pequefios fragmentos de unién al antigeno como el Fab
(Fragment antigen-binding) y el Fv (Fragment variable). El Fab, de 50 kDa, esta formado por los dominios
VH, VL y los dominios constantes CH1 y CL. El Fv, de 25 kDa, esta formado por los dominios variables de
ambas cadenas. Los dominios del fragmento Fv se disocian facilmente y requieren el agregado de un
“linker” o enlaces disulfuro para vincular ambas cadenas, formando asi un fragmento Fv de cadena sencilla

(scFv: single chain Fv) (Figura 2).

Figura 2 Representacion esquemdtica de los fragmentos que se pueden obtener a partir de una IgG convencional
(Saerens et al., 2008)

También pudieron ser aislados el VH y el VL como dominios Unicos monoméricos, denominandose

anticuerpos de dominio Unico (sdAb: single domain antibody) (Roovers et al., 2007).

Los avances tecnoldgicos en el disefio de fragmentos de anticuerpos in vitro, de alguna manera
intentan imitar las estrategias de seleccion empleadas por el sistema inmune. A partir de las bibliotecas

de expresion, es posible aislar anticuerpos contra virtualmente cualquier antigeno. Una de las
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herramientas mas empleadas a partir de bibliotecas es el uso del despliegue en fagos utilizando un
bacteriéfago filamentoso de E. coli (Smith, 1985). Mediante esta técnica, los fragmentos de anticuerpos
son expuestos sobre la superficie del fago y los mismos pueden ser seleccionados por unién al antigeno.
Luego, estos fagos son utilizados para infectar bacterias donde los fragmentos de anticuerpos son
expresados (Hoogenboom et al., 1998). Una de las aplicaciones mas exitosas de esta técnica de despliegue
en fagos, ha sido el aislamiento de anticuerpos monoclonales a partir de grandes bibliotecas de fagos
(Winter et al., 1994). A partir del ADN gendmico y del ADNc pueden amplificarse repertorios grandes y

diversos de Fab, scFv o sdAbs para la construccidn de bibliotecas y su posterior seleccion.

En los nuevos receptores de antigeno de dominio variable (VNAR) se han encontrado una fuente de
moléculas que pueden ser utilizadas para nuevas terapias y diagndstico. La simplificaciéon del formato
estructural, puede ser una alternativa a aquellos bioldgicos que existen actualmente en el mercado.
Existen dos formas disponibles para el aislamiento de VNARs. La primera se basa en el sistema inmune
adaptativo de los tiburones, donde es tomada una muestra de sangre después de un proceso de
inmunizacidn, se hace extraccién de ARN y la amplificacién del repertorio de los VNAR a partir del ADNc
generado. Posteriormente, haciendo uso del despliegue de fagos, se obtienen los VNARs. La segunda
forma de aislar VNAR es mediante la construccion de una biblioteca naive o semisintética por medio del
despliegue de fagos. Esta se basa en dominios naturales de VNAR que con frecuencia incluyen diversidad
adicional por medio de ingenieria de las regiones CDR (Liu et al., 2014). Ambos métodos han sido utilizados

exitosamente para aislar diferentes dominios contra distintos blancos (Tabla 1).

Por su alta afinidad, selectividad, estabilidad, solubilidad, capacidad de plegamiento y soporte de
altas temperaturas y pH, pero sobre todo por su tamafio pequefio, los VNARs pueden ser buenos

candidatos para su desarrollo terapéutico y no sélo de diagndstico.



Tabla 1 Dominios VNAR aislados y publicados contra diferentes blancos (Kovaleva et. al., 2014).

Blanco Aplicacion Fuente

VHSV Anti-viral Semi-sintético, banded houndshark

HEL Concepto de prueba Semi-sintético, banded houndshark

TNF-a Shock endotdxico Inmunizado, horn shark

HSA Extensidn de la vida media Inmunizado, spiny dogfish

HBeAg de HBV Anti-viral Semi-sintético, wobbegong

Virus del ébola Inmunodiagnéstico Inmunizado, nurse

Toxina del célera Biosensor Naive, spiny dogfish

Enterotoxina B stafilococa Sensor Semi-sintético, spiny dogfish

Ricino Sensor Semi-sintético, spiny dogfish

Toxina botulinica Sensor Semi-sintético, spiny dogfish

Leptina Concepto de prueba Semi-sintético, nurse

AMA1 Diagnéstico de malaria Semi-sintético, wobbegong

Tom70 Diagnéstico y terapia Semi-sintético, wobbegong

HEL Concepto de prueba Inmunizado, nurse

Proteasa K Concepto de prueba Naive, semi-sintético, wobbegong
1.1.4 IgNAR

Las inmunoglobulinas (Ig) y los receptores de células T (TCR) constituyen el sistema inmunolégico
adaptativo en vertebrados, donde la especificidad y la memoria la proveen los dominios variables en
ambas moléculas (Criscitiello et al., 2006). Los peces cartilaginosos (tiburones, rayas, mantas y quimeras)
son el grupo mas distante relacionado a los mamiferos, filogenéticamente hablando, que divergieron de
un ancestro comun hace aproximadamente 450 millones de afos. Estos peces no poseen médula dsea,
pero poseen un equivalente en el drgano epigonal y érgano de Leydig (Figura 3; Rumfelt et al., 2002). El
sistema linfatico es importante tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, y transporta a los
antigenos-patdgenos y linfocitos de un sitio de infeccidén en tejidos distantes hacia los érganos linfoides

secundarios, donde la respuesta adaptativa puede ser activada.
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Figura 3 Diagrama de los tejidos primarios y secundarios en los peces cartilaginosos (Rumfelt et al., 2002).

A diferencia de los seres humanos, los peces cartilaginosos poseen mini-loci multiples o clusters
donde se encuentran los genes que codifican a los diferentes anticuerpos (Figura 4). Cada cluster contiene
un solo segmento V, uno o mas segmentos D, un segmento J y un grupo de exones de regiones constantes.
La evidencia disponible indica que el arreglo de los genes VDJ/VJ ocurre exclusivamente dentro de un

cluster y no entre clusters (Greenberg, 1995; Dooley y Flaknij, 2006).

Translocon: B H—Vv, H V% HV, D]
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Typeml —{ VHIHCl o L VIJH O}

Figura 4 Configuraciones esquemdticas de los translocones y los cluster aparecidos en diferentes grupos animales
(Dooley y Flajnik, 2006).
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En los elasmobranquios se han identificado tres isotipos de inmunoglobulina de cadena pesada, IgW,

IgM e IgNAR (Figura 5), y se ha propuesto que la IgM pentamérica, es la que confiere la respuesta humoral
primaria, mientras que la IgM monomeérica, IgW e IgNAR puedan ser las verdaderas mediadoras de la
respuesta adaptativa en peces cartilaginosos (Dooley et al., 2005). En algunos peces cartilaginosos, su
sistema inmunoloégico también se encuentra constituido por los receptores de células T (TCR) y el complejo

principal de histocompatibilidad (Alzogaray, 2010).

Las IgM fueron las primeras inmunoglobulinas identificadas en peces cartilaginosos. IgM existe como
mondémero (7S) o como pentameros (19S), al igual que las IgM de mamiferos, se asocian para formar
multimeros. Esta presente en sangre y tejidos (sélo si no esta multimérica) y constituye cerca de la mitad
de las proteinas séricas totales en un animal adulto (>20 mg/mL). La IgW existe en dos formas, una larga
con siete dominios y una forma corta con tres dominios cortos, y se piensa que tiene existe un isotipo

ortélogo en reptiles y peces (Ohta y Flajnik, 2006).
19s |9M1gj

"W e
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Figura 5 Estructura de las Ig de cadena pesada IgM, IgW e IgNAR en forma secretoria y transmembranal (Smith et al.,
2015)
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Las IgNAR fueron descritas en el tiburdn nodriza Ginglymostoma cirratum (Greenberg et al., 1995).

Las regiones variables de las IgNAR (VNAR) estan unidas a los dominios constantes por medio de una regién
parecida a la bisagra de las Ig convencionales. Estructuralmente, la molécula intacta de IgNAR consiste de
un dimero de dos proteinas unidas por enlaces disulfuro (Figura 6). Cada proteina cuenta con dominios de
la super familia de las inmunoglobulinas, uno variable y cinco constantes (Greenberg et al., 1995; Nuttall
et al., 2002). El dominio variable contiene aminoacidos hidrofilicos que los hacen mas solubles y sus
enlaces disulfuro les dan mas estabilidad (Nuttall et al., 2004). Los niveles de IgNAR sérico van de 0.1
mg/mL a 1 mg/mL. Basdndose en la resolucién atdmica estructural y el escaneo de rayos X, Feige y
colaboradores (2009) fueron capaces de desarrollar un modelo estructural de molécula completa del
IgNAR. Dentro de la molécula, los dominios C1 y C3 de cada cadena estan involucrados en la dimerizacidon
del IgNAR. A pesar de la falta de regiones candnicas de unidn, los dominios variables estdn suficientemente
espaciados para unirse a multiples epitopos, facilitado por el amplio dngulo de la interfase de dimerizacidon
de C1. Un pequeio angulo entre los dominios C3, induce la formacién de un tallo estrecho para la molécula
IgNAR. Sin embargo, la flexibilidad del tallo es inducido por una unién disulfuro que conecta los dominios
C3 y C4. Las moléculas de cadenas pesadas tienen torsidon aproximadamente a la mitad de la molécula en
la localizacidn de la unidn flexible, lo que causa su forma caracteristica. Actualmente, no se sabe si alguna
funcién efectora estd mediada por la regidn constante del IgNAR. Es importante notar que la estructura
de C5 mostrada en la Figura 4 es completamente hipotética. Esto es debido a |a falta de datos estructurales
en este dominio, el cual no exhibe plegamiento ni como proteina recombinante aislada, ni dentro de una

construccion C4-C5 (Zielonka et al., 2015).

Figura 6 Estructura hipotética del IgNAR (Zielonka et al., 2015)
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Estos homodimeros despliegan caracteristicas Unicas que son responsables de la inhibicién de un
apareamiento con cadenas ligeras. En una interaccion tipica VH-VL existe una pobre conservacion de
residuos que media esta asociaciéon en mamiferos. En lugar de esos aminodcidos hidrofébicos tipicos, son
frecuentemente reemplazados por residuos cargados o polares. En los anticuerpos clasicos, un mecanismo
especial asegura la formacién de apareamientos de cadenas pesadas y ligeras. En el reticulo endoplasmico
la cadena pesada es atrapada por una proteina Ig-union (BiP) via interaccion con el dominio CH1 (Feige et
al., 2009). Para la liberacién, una cadena ligera debe desplazar a BiP y consecuentemente, solo los
anticuerpos pareados con cadenas pesadas y ligeras son secretados. Hsu y colaboradores (2006)
hipotetizaron que durante la evolucidn, un cluster VNAR-D-J se combina con un cluster IgW, de manera
que el cluster IgW pierde sus segmentos V-D-J y el primer exdn C. En efecto, el dominio C1 del IgNAR es
similar al dominio CH2 de IgW y pudiera derivarse de este dominio. Por lo tanto, los sitios de interaccion

BiP y cadena ligera no existen en el dominio C1 de IgNAR (Flajnik et al., 2011).

1.1.5 VNAR

Los VNAR son dominios globulares con estructuras plegadas beta, sin embargo, comparados con los
dominios variables de mamiferos, estructuralmente sélo tiene ocho laminas beta (Figura 7) en lugar de 10,

debido a la escision de la regién CDR2, Framework (FW) 2 (Zielonka, 2015).

CD?;, CDR1

HV4

vNAR

Figura 7 Representacion estructural de un VNAR (Zielonka et al., 2015)
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Con una masa molecular de 12 kDa, los VNAR son los dominios de unién a antigenos mas pequeios

en el reino animal conocidos hasta la fecha (Stanfield et al., 2004; Barelle et al., 2009). Como consecuencia,
contrario a los dominios variables de mamifero, los VNAR tienen solo dos regiones determinantes de
complementariedad, CDR1 y CDR3. La diversidad del repertorio principal del VNAR se encuentra
predominantemente en el CDR3. En el CDR1 se han observado grandes mutaciones somaticas después del
contacto con el antigeno, en el Joop perteneciente al CDR2 y en HV4 (Dooley et al., 2006). De hecho, se
han encontrado mutaciones somaticas dentro de HV4 que puede contribuir a la unién al antigeno

(Stanfield et al., 2007).

A pesar de tener un reducido nimero de posibles /loops de unidn al antigeno, comparado con los
convencionales, los VNAR se unen al antigeno con sorpresiva gran afinidad (Dooley et al., 2003; Muller et
al., 2012). En los repertorios donde la afinidad esta Unicamente mediada por CDR3, las moléculas de VNAR

contra un antigeno dado puede tener afinidades en el rango de picomolar (Barelle y Porter, 2015).

Los VNARs pueden ser clasificados en tres categorias principales, de acuerdo a los residuos de
cisteinas no candnicas presentes en su estructura. Estas cisteinas forman enlaces disulfuro entre los CDRs
y las regiones estructurales (FW). Se les llama isotipos |, Il y Il (Figura 4). El tipo | nicamente ha sido
encontrado en el tiburdn Ginglymostoma cirratum, y posee dos residuos de cisteinas en FWs 2y 4, y dos
cisteinas apareadas en el CDR3. El tipo Il forma enlaces disulfuro intra-moleculares entre cisteinas en CDR1
y CDR3. En general este tipo de VNAR posee un CDR3 mas corto que el tipo | (entre 15 y 21 residuos)
(Kovaleva et al., 2014). El tipo 1l sélo se encuentra en organismos menores de un afo y presentan un
residuo de triptéfano conservado en el CDR1. Se menciona un dominio tipo IV, que son todos aquellos

que carecen de enlaces disulfuro no candnicos (Zielonka et al., 2015).

1.1.6 Factor de crecimiento endotelial vascular como proteina blanco

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF por sus iniciales en inglés), es una familia de
proteinas que regula el flujo sanguineo, crecimiento y funcidon en procesos fisiolégicos normales y
patoldgicos. Los procesos de vasculogénesis (formacion de novo de vasos sanguineos) y angiogénesis
(formacidn de vasos sanguineos a partir de ya preexistentes) se encuentran regulados por proteinas
sefializadoras pertenecientes a la familia de factores de crecimiento, que se encuentra formada por el

VEGF (o VEGF-A), VEGF-B, el factor de crecimiento placentario (PIGF), VEGF-C y VEGF-D, asi como sus
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receptores VEGFR-1, -2 y -3 (Tammela et al., 2005). La importancia de estos procesos recae en que son los
pioneros de la formacién del sistema circulatorio durante la embriogénesis en los vertebrados, para el
correcto crecimiento y diferenciacién de los tejidos, oxigenando y alimentando los nuevos érganos

(Crivellato, 2011).

El VEGF es un mitégeno altamente especifico para células endoteliales micro- y macrovasculares
derivadas de arterias, venas y capilares linfaticos, sin actividad mitogénica aparente para otro tipo de
células (Leung et al., 1989). Pertenece a una super familia de genes que incluye al VEGF-A, -B, -C, -D y —E
(Shibuya, 2001). Sin embargo, de todos sélo el VEGF-A esta relacionado con la regulacidn del crecimiento

de vasos sanguineos (Tabla 2).

Tabla 2 Clasificacion de los factores de crecimiento endotelial vascular (modificado de Martinez-Ezquerro y Herrera,
2006)

Tipo Caracteristicas
VEGF-A  El mas estudiado. Codificado por un sélo gen, Homodimero de 45 Da. Se une a
con ocho exones y siete VEGFR-1y VEGFR-2.
Seis isoformas: 121, intrones.
145, 165, 183, 189 y
206.
VEGF-B Dosisoformas: 167y  No es regulado por hipoxia. Es un ligando para VEGFR-1y NRP-1. Se
186. Estimula ligeramente la expresa en tejidos normales,
proliferacion celular. principalmente miocardio.
VEGF-C  Asociado a células Factor de permeabilidad. Inicia como dimero pre-péptido de 61
neuroenddcrinas kDa por subunidad. Madura en
(NE). homodimero de 21 kDa. Se une a
VEGF-3
VEGF-D Asociado a células Mitdgeno de ECs. Ligando para VEGFR-2 y VEGFR-3
NE. Linfogeagénico.
VEGF-E Induce la expresion del factor
tisular (TF).

El gen del VEGF, asignado al cromosoma 6p21.3 (Vicenti et al., 1996), esta organizado en ocho
exones y separado por siete intrones, teniendo una region codificante de 14 kb aproximadamente
(Ferrara, 1996). El analisis de las secuencias del cDNA de varios VEGF humanos indican que pueden existir
cuatro especies moleculares diferentes, 121, 165, 189 y 206, que corresponde al nimero de aminoacidos
gue contienen (Leung et al., 1989). Tischer y colaboradores (1991) clonaron y caracterizaron al gen del
VEGF de células de musculo liso, encontrando que codifica para un polipéptido de 45 kDa con forma

homodimérica.
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El VEGF activo esta compuesto por dos subunidades idénticas. La unidn a su receptor es mediada

por el homodimero a través de la union del nucleo de la proteina; la modulacién de la actividad del VEGF
esta dada por la heparina, que resulta en una mayor eficiencia de la actividad de cinasa (Ito y Claesson-
Welsh, 1999) y a carbohidratos en la superficie celular, con los dominios que se extienden a partir del
nucleo del VEGF, los cuales son de distintos tamanos dependiendo de la isoforma de esta proteina

(Goodsell, 2003).

El VEGF-A se empalma alternativamente para formar multiples isoformas, divididas en dos
subfamilias, que tienen funciones especificas. El splicing alternativo de los exones 5-7 del gen del VEGF
genera formas con diferente biodisponibilidad y actividades, mientras que la seleccidén del exén 8 genera
proteinas proangiogénicas, llamados VEGF,, 0 proteinas antiangiogénicas, llamadas VEGF«b. A pesar de
las isoformas del VEGF, cada una tiene una funcidn. El VEGF-A es considerado proangiogénico y

vasodilatador de la permeabilidad (Woolard et al., 2009).

El VEGF responde a varios estimulos, como hipoxia/isquemia principalmente mediante el factor
inducible de hipoxia (HIF-1), a distintos factores de crecimiento (EGF, TGF-a y  , KGF o factor de
crecimiento derivado de queratinocitos, IGF-1 o factor de crecimiento insulinico tipo 1, FGF y PDGF), a
oncogenes activados (por ejemplo Ras) asi como a distintas citocinas (IL-1 y IL-6), p53 mutado, estrégeno
y oxido nitrico (NO). Mediante estos estimulos, se aumenta la expresion del VEGF (Shibuya, 2001)
resultando en la induccidon de proliferacion de células endoteliales (ECs) derivadas de las arterias, venas y
vasos linfaticos (Ferrara et al., 2003) asi como la proliferacidn de algunos tipos celulares no endoteliales

(Matsumoto y Claesson-Welsh, 2001).

El VEGF promueve la migracién celular e inhibe la apoptosis, incrementa la conductividad hidraulica
de microvasos aislados y vasodilatacidon, como resultado del NO derivado de ECs (Ferrara et al., 2003),
promueve la angiogénesis y la permeabilizacién de los vasos sanguineos y participa en la vasculogénesis y
en la linfagiogénesis (Nagy et al., 2002). Cuando su regulacion es normal, el VEGF contribuye al
remodelamiento vascular durante el ciclo ovarico y la implantacién embridnica, a la cicatrizacion y
reparacion, mientras que cuando es inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores sélidos
al promover la angiogénesis, ademds de participar en distintas condiciones como la psoriasis, artritis

reumatoide, retinopatia diabética y diabetes mellitus (Ferrara, 2002).

El proceso de sefializacion que resulta de la angiogénesis se encuentra mediado por uniones de alta

afinidad de los VEGFs con receptores especificos de actividad tirosina cinasa (RTKs) (Figura 8) localizados
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tanto en la superficie de las ECs vasculares y en células derivadas de la médula 6sea, como en forma soluble

en circulacién (Ferrara, 2002).
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2
@D :
2
& :
&
VEGFR-1
soluble
\‘
AN
Célula endotelial
“Efecto seiuelo” en Proliferacion, Proliferacion, Migracion,
senalizacion de VEGF; migracion, migracion, supervivencia
induccion de uPA, tPA, MMP9; supervivencia, supervivencia,
vasculatura especifica libera giogénesi giogénesi . -
factores de crecimiento principalmente en Célula hemalto;_myetlca
CEs linfiticas o leucémica

Figura 8 Isoformas del VEGF y su interaccion con los receptores de VEGF (modificado de Ferrara et al., 2003).

Se ha caracterizado como un factor de crecimiento angiogénico unido a heparina, que tiene alta
especificidad por células endoteliales (Ferrara y Henzel, 1989). El VEGF es también conocido como VPF o
factor de permeabilidad vascular, esto basado en la habilidad de inducir permeabilidad de la piel en cobayo
(Ferrara y Davis-Smith, 1997). Se encuentra codificado por un solo gen y sus isoformas son el producto de

un splicing alternativo que forma homodimeros activos con uniones disulfuro (Leung et al., 1989).

Se considera al VEGF y a sus receptores los principales reguladores de las células endoteliales
vasculares y de la formacion de vasos sanguineos (Carmeliet y Collen, 2000). De acuerdo con Ferrara
(1996), el VEGF estad intimamente relacionado con la regulacidon de la angiogénesis, ademas existe
evidencia que indica que nuevos vasos sanguineos crecen y maduran gracias a procesos altamente
complejos y coordinados, que requieren la activacion de una serie de receptores por numerosos ligandos
(Yancopoulos et al., 2000). En una revisién extensa hecha por Ferrara y Davis-Smyth (1997) se resalta la

importancia del VEGF en la angiogénesis patoldgica, sobre todo su expresion en los tumores humanos.
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La regulacion del gen del VEGF esta dada por dos factores: la tensidon de oxigeno y los factores de
crecimiento. Una de las respuestas se da por el factor inducible por hipoxia (HIF)-1y el gen supresor VHL
(von Hippel-Lindau), siendo este ultimo un regulador negativo del VEGF y de los genes inducibles por
hipoxia. HIF-1 estd constitutivamente activado en lineas celulares de carcinoma renal (Semenza, 2002). El
EGF, TGF-a, TGF-B, factor de crecimiento de queratinocitos, FGF y el factor de crecimiento derivado de
plaguetas, regulan la expresién del VEGF, que de manera pardcrina o autdcrina liberan los factores en

conjunto con la hipoxia del ambiente (Ferrara y Davis-Smyth, 1997).

Los receptores para VEGF se encuentran en la superficie de células endoteliales y células derivadas
de la médula dsea, y son de tipo RTK, VEGFR-1y VEGFR-2, y tienen siete dominios de tipo inmunoglobulina
en el dominio extracelular, una sola regién transmembranal y una secuencia consenso tirosina cinasa que

estd interrumpida por un dominio cinasa (Figura 8, Ferrara et al., 2003).

Muchos han sido los estudios que se han llevado a cabo para demostrar la expresién del VEGF y de
sus receptores en tejidos malignos y no malignos. La mayoria de esos estudios se han realizado en
humanos, sin embargo, poco de esto se conoce en otras especies. No obstante, se ha visto que algunos

tratamientos anti-VEGF para humanos no se unen a VEGF de origen murino (Fuh et al., 2006).

1.1.7 Angiogénesis y cancer

La angiogénesis es el proceso que conduce a la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de
los ya existentes. Este proceso esta formado por la migraciéon y la proliferacion de células endoteliales, la
formacidn de estructuras tubulares que maduraran y daran paso a vasos sanguineos estables (Martinez-

Ezquerro y Herrera, 2006).

Existen distintos procesos relacionados que implican el crecimiento endotelial vascular, como lo es
la linfagiogénesis (formacién de nuevos vasos linfaticos), la arteriogénesis (formacion de nuevas arterias)
y la vasculogénesis (formacion de novo de vasos sanguineos en el embrién) (Dvorak, 2005). Los capilares
son necesarios en todos los tejidos para el intercambio de nutrientes y metabolitos, el oxigeno juega un
papel fundamental. El reciente interés en este tema ha sido el resultado de su uso como terapia contra el
cancer; su disminucién o inhibicion puede ser utilizado como tratamiento para cdncer, condiciones

oftdlmicas, artritis reumatoide, entre otras enfermedades (Adair y Montani, 2010).
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La angiogénesis es necesaria para el crecimiento de tumores invasivos y metastasis, y constituye un
punto importante en el control de la progresién del cdncer. Su inhibicidn puede ser valiosa en las
investigaciones de terapia de cancer. Los tumores no vasculares son severamente restringidos en su
potencial de crecimiento debido a la falta de suministro de sangre. Frecuentemente, los tumores
sobreexpresan los factores pro-angiogénicos, como el VEGF, permitiéndoles hacer el cambio angiogénico

(Folkman, 2002).

Las células cancerosas pueden desprenderse de un tumor sélido, entrar en un vaso sanguineo, y
trasladarse a un sitio distante, donde pueden implantarse y comenzar el crecimiento de un tumor
secundario o metastasis (Figura 9). El crecimiento subsecuente de estas metdstasis también requerira una

fuente de alimentos y de oxigeno (Folkman y Klagsbrun, 1987).
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Figura 9 Proceso de neovascularizacion tumoral que involucra la liberacion de factores pro-angiogénicos por células
tumorales (como el VEGF) causando el crecimiento de vasos sanguineos y posterior metdstasis (Spannuth et. al.,
2008).

Teniendo en cuenta que el oxigeno debe ser distribuido por la sangre a todas las células del cuerpo
de un organismo, es necesario que las células estén localizadas entre 100 a 200 um de un vaso sanguineo
para poder sobrevivir, por lo que es necesario promover la angiogénesis y asi formar su propia fuente

sanguinea (Zetter, 1998).

La angiogénesis, a través de las vias de sefializacion del VEGF y sus receptores, tienen un papel muy
importante en las estrategias terapéuticas cuyo blanco son estas vias de sefializacién, con el fin de inhibir

la angiogénesis. De hecho, esta misma estrategia puede ser utilizada en animales de compaiiia, pues se ha
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visto que en carcinomas mamarios caninos, se incrementa la expresién del VEGF, asi también se ha visto

gue la densidad de los capilares es mayor en seminomas en perros (Restucci et al., 2003).

En la actualidad, existen muchos estudios relacionados con la sintesis de farmacos que bloguean al
VEGF y sus receptores en patologias como el cdncer, que estan enfocados a detener la proliferacién celular
y mejorar la supervivencia del paciente. En animales de compafiia recientemente se ha incrementado la

investigacion en este campo.

1.1.8 Tratamientos anti-angiogénicos

Los VEGF y sus receptores, juegan un papel fundamental en distintas condiciones de cancer y
metastasis, por lo que su inactivacidn, resulta conveniente como estrategia anti-angiogénica en el cancer.
En el afio 2004, se aprobaron los siguientes compuestos inhibidores del VEGF: avastin (bevacizumab), que
es un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado contra el VEGF-Ass, asi como pegaptinib, un
aptdmero que bloquea al mismo factor y ranibizumab, que es un fragmento molecular de un anticuerpo

monoclonal Fab que neutraliza a todas las isoformas del VEGF (Martinez-Ezquerro y Herrera, 2006).

De acuerdo a la FDA, Bevacizumab es el primer inhibidor de la angiogénesis que ha demostrado
atrasar el crecimiento de tumores, asi como alargar la vida de pacientes con algunos tipos de céncer.
También se han aprobado otros fdrmacos con actividad antiangiogénica, como sorafenib (Nexavar®),
sunitinib (Sutent®), pazopanib (Votrient®) y everolimus (Afinitor®), todos ellos para uso humano (Figura
10, www.angio.org). De hecho, existen cerca de 13 farmacos anti-cancerigenos con propiedades
antiangiogénicas, cuyo objetivo es la interrupcion de las vias de sefalizacién involucradas en la

angiogénesis tumoral y de crecimiento.



18

R R AT e St [ oo J s 2

Pericito

Células endoteliales ~

Figura 10 Principales terapias anti-cancerigenas con propiedades anti-angiogénicas aprobadas en Estados Unidos
(modificado de www.angio.org).

1.2 Justificacion

Los anticuerpos como moléculas terapéuticas y de diagndstico han cobrado relevancia por su alta
efectividad. Los IgNAR, en especifico sus dominios variables (VNAR), han presentado caracteristicas
favorables de estabilidad y eficiencia de unién en un tamafio muy pequeiio. El andlisis in silico es una
técnica que permite modificar la afinidad de una proteina, cambiando aminoacidos especificos para
aumentar su interaccién con el antigeno. Actualmente los tratamientos utilizados en el combate de esta
enfermedad incluyen radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, estos actian de manera inespecifica
sobre todas las células, resultando tdxicas para las células sanas. Una alternativa de co-tratamiento es el
uso de VNAR anti-VEGF165s que auxiliaria en la neutralizacién de la citocina VEGFi¢s en células tumorales,
suprimiendo su crecimiento, haciéndolas candidatas a una extirpacién quirurgica. A partir de un VNAR
anti-VEGF6s humano, se realizaron modificaciones in silico para obtener VNARs mas eficientes y utilizarlos

como co-tratamiento en la angiogénesis tumoral.

1.3 Hipotesis

Las modificaciones in silico de un VNAR pueden aumentar o disminuir la capacidad de

reconocimiento y neutralizacién de su molécula blanco, el VEGF¢s.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar los efectos anti-angiogénicos de las modificaciones in silico de un VNAR anti-VEGF¢s como

tratamiento de céncer.

1.4.2 Objetivos especificos

= Determinar qué cambio de aminodcidos podrian incrementar o disminuir la afinidad de un VNAR
anti-VEGF165 con base en un modelado in silico.
= QObtener las proteinas disefiadas in silico previa clonacion y expresién de los genes codificantes

del modelado computacional.

=  Determinar la capacidad neutralizante contra el VEGF por medio de ensayos in vitro e in vivo.
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Capitulo 2 Metodologia

2.1 Antecedentes

2.1.1 Origen del VNAR

Se tomd como base un gen VNAR anti-VEGF denominado V13, el cual fue producido en el laboratorio
de Inmunologia Molecular y Biotoxinas del Departamento de Innovacion Biomédica del Centro de
investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, B.C. por Camacho-Villegas (2007). De
manera general, se trata del producto de inmunizaciones de un tiburdn Heterodontus francisci, con la
citocina humana VEGF (Peprotech) durante tres meses por via intravenosa. Cumplido ese tiempo,
obtuvieron el bazo para la extraccidn del ARN y su posterior retrotrascripcién y amplificacion por la técnica

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

2.1.2 Generacién de mutantes dirigidas contra el VEGF

El andlisis de la union del VNAR V13 con el VEGFi6s para la generacion de mutantes fue realizado por
la empresa Teracldn. El objetivo fue analizar la unién del V13 optimizado con el VEGF. Particularmente, el
estudio pretendid determinar las estructuras tridimensionales del V13 optimizado por medio del
modelado en simulaciones dindmicas. La estructura cristalografica del VEGF utilizada ya se encuentra
publicada (Muller et al., 1997). Una vez teniendo ambas estructuras, se obtuvo la interaccién del complejo
proteina-proteina (docking) para encontrar zonas de unidn y orientaciones, con mejor energia que la haga

mas estable. Para lograr este ultimo punto, se establecieron tres filtros:

e Agrupacion de complejos.
e Andlisis energético de los mejores complejos.
e Dinamica molecular de los tres complejos proteina-proteina con mejor energia para uniones mas

estables.
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Se utilizé un control de interaccion utilizando un IgNAR con la proteina AMA1 (Apical Membrane
Antigen 1) de Plasmodium falciparum, (cédigo PDB: 2Z8V) para asi obtener la energia libre de union que

fue referencia para las demas interacciones.

Los resultados de este estudio se encuentran en el Anexo I.

2.2 Obtencidn del plasmido pComb3x

Se trabajo a partir del plasmido pComb3x que tenia unido un fragmento de relleno (stuffer). Para
llevar a cabo la purificacidn del plasmido se utilizé el kit comercial QIAGEN Miniprep Kit, siguiendo las

instrucciones del fabricante y a partir de un cultivo de las células que lo contienen.

2.3 Electroforesis en gel de agarosa

Para evaluar el pldasmido purificado, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % en TBE.
Se cargaron 5 pL de la muestra obtenida por pozo y se corrié a 80 volts y 500 mA durante 1 h en buffer

TBE 1X.

2.4 Amplificacion de las secuencias mutantes de VNAR por PCR

Las secuencias de cada VNAR mutante fueron sintetizadas por la empresa IDT©O (Integrated DNA
Technologies, Inc.). El formato elegido fue gBlocks® Gene Fragments. Cada uno de los genes mutantes
fueron amplificados mediante la técnica de PCR, utilizando oligonucledtidos que tienen insertados sitios
de restriccion para la enzima Sfil. Las condiciones de PCR para la amplificacion de los genes mutantes se

encuentran en la Tabla 3.
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Tabla 3 Condiciones de PCR para amplificacion.

Numero de ciclos

1

30

Temperatura °C
95
95
56
72

72

2.5 Digestion enzimatica de los VNAR y vectores

Tiempo (minutos)

N R R R

La digestidn tanto de los genes mutantes como del pldasmido pComb3x se llevd a cabo empleando la

enzima Sfil HC (40 u/pul; Promega), siguiendo el procedimiento de la Figura 11.

Plasmido

Uso de fosfatasa alcalina

Cargar gel 1%

Cortar banda de gel
Purificar con kit Qiagen
Recuperar con 30uL
Analizar en gel agarosa 1%

Digestion de mutantes
y plasmido con Sfil

Promega (rxn 20pL):
H20 9
Buffer 2
BSA 2
DNA*

Sfil (40u/uL) 2

*

Mutantes: 250 ng/uL --- 5 uL
Plasmido: 1 pg/uL ---- 1 pL

Mutantes de V13

Adicionar 30pL de agua
Purificar por Qiagen
Recuperar con 30uL
Analizar en gel agarosa 2%

Figura 11 Proceso de digestion del plasmido y las mutantes.

La digestidn se llevd a cabo aplicando las siguientes condiciones en un termociclador.
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1h 30 min

50°C 37°C
5 min 10 min g

22°C 12°C

2.6 Purificacion de los productos de digestion

Una vez concluida la digestion, tanto del plasmido como de cada gen mutante de VNAR, fueron
purificados como se especifica a continuacidon. Para el pldsmido pComb3x, se llevd a cabo una
electroforesis en un gel preparativo al 0.8% de agarosa. La banda correspondiente al plasmido fue cortada
y purificada con el kit QiAquick® Spin Gel Extraction (Qiagen®). Para los productos de la amplificacidn por
PCR de los genes mutantes se limpiaron empleando el kit QlIAquick® PCR Purification (Qiagen®). Ambos

procedimientos fueron seguidos segun las especificaciones del fabricante y eluidos con agua destilada.

2.7 Ligacion

A partir del vector y los VNAR obtenidos en el apartado 2.3.4, se procedid a su ligacion utilizando la
enzima T4 Ligasa (Promega). La relacién de concentracion utilizada para esta reaccion fue de 1:7 vector y
VNARs, respectivamente. La reaccién fue de 4 h a 16°C, siguiendo el procedimiento sugerido por la

compaiiia.

2.8 Preparacion de células competentes

Para la transformacion de las células se utilizd la cepa E. coli ER2738 quimiocompetente. Se
prepararon utilizando un cultivo overnight de 2 mL de medio SB con tetraciclina (12 pg/mL) y 20 plL de
cultivo ER2738. Posteriormente, se puso un cultivo joven con 3 mL de medio SB y 30 uL del overnight por
dos horas a 37°C y 300 rpm. Al término de ese tiempo, se tomd 1 mL y, en condiciones estériles, se

centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos. Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el sedimento con 500
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uL de agua destilada estéril. Se incubd 5 minutos en hielo y se centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos. Se
desechd el sobrenadante y se resuspendié en 500 pL de CaCl, 500 mM estéril, incubando 5 minutos en
hielo. Se centrifugd a 12000 rpm por 2 minutos y se elimind el sobrenadante. Se resuspendié el pellet con

100 pL de CaCl; 500 mM y se incubd 5 minutos mas en hielo.

2.9 Transformacion de E. coli

Se adicionaron 2 pL de la ligacién y se incubd por 30 minutos en hielo, para después hacer un choque
térmico a 42°C por 90 segundos y dejar reposando 5 minutos en hielo. Al término de ese tiempo, se
adiciond 1 mL de medio SOCy se incubd por una hora a 37°C. Posteriormente, se sembraron 50, 100y 200
pL en medio sélido LB con carbenicilina (100 pg/mL). De las colonias crecidas, se seleccionaron siete al azar
y se hicieron cultivos de colonia, tomando una colonia seleccionada y poniéndola en medio SB liquido con

carbenicilina (100 pg/mL) , hasta tener un crecimiento visible.

2.10 PCR de colonia

Los cultivos fueron utilizados para realizar PCR usando los oligonucledtidos Omseq y gback,
especificos para el vector pComb3x. Las condiciones utilizadas para PCR fueron las mencionadas en la Tabla
3. Los productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 2%. De los resultados positivos, se tomd una
coloniay los plasmidos se purificaron mediante el método de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001) como

se describe a continuacion.

A partir de una colonia de E. coli transformada con el plasmido pComb3x, se inicié un cultivé en 10
mL de medio LB-LS suplementado con carbenicilina (100 pg/mL) y se incubé a 37°C, 300 rpm durante 12
horas. Se tomaron 3 mLdel cultivo y se centrifugaron durante 5 min, a 13000 rpm y temperatura ambiente
(TA). Se eliminé el sobrenadante y el botdn celular se resuspendié con 200 uL de solucidon 1 GTE (Glucosa
50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0) adicionado con 4 uL de RNasa A (0.2 mg/mL). Se
mezcld subiendo y bajando el volumen con la micropipeta. Posteriormente se agregaron 150 uL de
solucién 2 (NaOH 0.2 N y SDS 1% en proporcién 1:1). Se mezcld por inversién y se incubd 5 min a

temperatura ambiente y 5 minutos en hielo. Posteriormente, se adicionaron 200 pL de solucion fria de
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KOAc 3M pH 4.8, se mezclé por inversion y se dejé incubando 10 min a temperatura ambiente. La mezcla
se centrifugd 15 min, a 13000 rpm y TA. El sobrenadante se recuperd en un tubo nuevo y se le adicionaron
800 uL de etanol frio al 100%, se mezcld e incubé a -20°C durante 30 min. Se centrifugd por 15 min a 13000
rpmy TA, se elimind el sobrenadante, se adiciond al botén celular 1 mL de etanol 70 % y se centrifugd 15
min a 13000 rpm y TA. El sobrenadante fue descartado y se dejé secar el botén celular a temperatura
ambiente. Una vez seco, el botdn celular se resuspendid con 50 L de agua destilada estéril. Se cuantificé

utilizando un espectrofotémetro NanoDrop y posteriormente fue almacenado a -20°C hasta su uso.

2.11 Secuenciacion

Se obtuvo la secuencia para verificar que el inserto fuera correcto (SeqxCel®, San Diego). El analisis

de las secuencias obtenidas se realizé con el programa CLC Sequence Viewer 7.

2.12 Expresion de las proteinas

A partir de las secuencias correctas ya confirmadas, se procedio a transformar células de E. coli BL21
(DE3) y NEB Express de acuerdo con el apartado 5.9, 5.10y 5.11. Para poder discernir entre el uso de una
cepa u otra, se hizo una expresién de proteinas a pequefa escala. Ya elegida |la cepa de mejor expresion,
se partié de 500 mL de medio SB con carbenicilina (100 pg/mL) que fueron inoculados con 5 mL del cultivo
overnight de cada una de las mutantes clonadas correctamente en E. coli. Se dejoé crecer hasta una
densidad dptica (O.D. de 0.6 a 600nm. Esto ocurrié aproximadamente a las tres horas de incubacién a 37°C
y 300 rpm. Una vez alcanzada la D.O. se indujo con IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) 1 mM
(concentracidn final). El tiempo de induccién fue de cinco horas, al término del cual, se centrifugd el medio

a 4000 xg por 15 minutos, obteniendo el pellet y congelando hasta su posterior uso.
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2.13 Extraccion periplasmica

Para la obtencidn de la proteina, se utilizd el método de extraccidn peripldsmica, el cual consiste en
resuspender el pellet en una solucion de Tris-HCl (30 mM), glucosa (20%) y EDTA (1 mM) a pH 8 y agitar
en hielo por 10 minutos. Posteriormente, se centrifuga a 8000 xg por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
fue colectado para su analisis. El pellet fue resuspendido con 10 mL de MgS0O4 5 Mm y se dejo agitando en
hielo por 20 minutos. Finalmente, se centrifugd 8000 xg por 20 minutos a 4°C y se recuperé el

sobrenadante (el cual contiene las proteinas periplasmicas).

2.14 Purificacion de proteinas

Los extractos peripldsmicos se purificaron mediante cromatografia de afinidad a metales empleando
la resina Ni-NTA (Quiagen®) siguiendo las condiciones previamente estandarizadas (Martinez-Olivares,

2014). Esta técnica posee afinidad por la secuencia de histidinas que presenta la proteina VNAR.

En una columna de plastico con 15 ml de capacidad, se agregd 1 ml de resina Ni-NTA y se dejé
sedimentar por gravedad. Una vez que se descarté el sobrenadante, la resina se lavé con 3 ml de PBS 1Xy
se equilibré con 20 ml de buffer de lavado 1 (NaH;PO4 50 mM, NaCl 300mM, Imidazol 20 mM, pH 8).
Posteriormente, la columna fue transferida a un cuarto frio (4°C) donde mediante gravedad se pasé tres
veces el extracto periplasmico. Se procedio a el lavado de la columna con 15 ml de buffer de lavado 1y
posteriormente un segundo lavado de 10 mL con buffer de lavado 2 (NaH,PO, 50 mM, NaCl 300mM,
Imidazol 50 mM, pH 8). Se realizaron cinco eluciones de la proteina con buffer de elucién (NaH,PO, 50
mM, NaCl 300mM, Imidazol 250 mM, pH 8.0) en cinco fracciones de 0.5 ml cada uno (se dejo reposar 5
minutos entre elucién). Finalmente la columna se lavé con 20 ml de buffer de lavado y se almacend a 4°C

con etanol al 20%. Todas las muestras obtenidas fueron guardadas a -20°C hasta su posterior analisis.

2.14.1 Dialisis

Los productos de las eluciones fueron dializadas contra PBS 1X en una membrana tubular Snake Skin

Dialysis Tubing, 3500 MWCO (Thermo Scientific™). Las muestras se dializaron en una relacién de volumen



27
1:300 (muestra:PBS 1X). Se colocaron en un agitador magnético por 2 horas a temperatura ambiente,
después se realizéd un recambioé de PBS 1X, la membrana nuevamente se colocé en el agitador magnético
por 2 horas a temperatura ambiente. Se realizé un ultimo recambié de PBS 1X y se colocé en el agitador
magnético toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la muestra se colectdé y almacend a -20°C hasta su empleo

posterior.

2.14.2 Concentracidn de proteinas

Las eluciones dializadas se concentraron utilizando filtros para centrifuga Corning® Spin-X UF de
10,000 MWCO. Se centrifugaron en un rotor de columpio a 4,400 xg durante 5 minutos, el tiempo varid

en funcién del volumen de la muestra y la concentracién de la proteina inicial.

2.14.3 Purificacién por FPLC

Para poder obtener un perfil de elucidn de las proteinas, se utilizé el método de FPLC (fast protein
liquid chromatography). La columna que se utilizé fue His Trap FF 5x5 mL, precargada con sefarosa de
niquel de flujo rdpido (GE HealthCare). Para ello, los extractos fueron previamente concentrados por
medio de ultrafiltracion, utilizando una membrana de 10 kD. Se pasé de un volumen de 500 mL de cada
extracto a 15 mL ya concentrado. Cada concentrado fue dializado utilizando una membrana tubular Snake
Skin Dialysis Tubing, 3500 MWCO (Thermo Scientific™). Las muestras se dializaron contra buffer de
equilibrio (buffer A, Tabla 5) a 4°C y haciendo dos recambios las primeras dos horas y posteriormente
dejando en agitacion overnight. Una vez listas las muestras, se inyectaron en FPLC, a un flujo de 5 mL/min.

Las soluciones para crear el gradiente se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 Soluciones utilizadas en el FPLC.

Buffer Imidazol NaH:PO4 NacCl pH
A 10 mM 50 mM 300 mM 8
B 500 mM 50 mM 300 mM 8

EDTA NaH2PO4 (20 mM), NaCl (0.5 M), EDTA (0.5 M) 8
Solucién Ni NiSO4 (0.1 M)
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2.14.4 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas se hizo por medio del espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific™), siguiendo las instrucciones de uso del fabricante. El blanco utilizado fue PBS 1X.

2.15 Analisis de la expresion

2.15.1 Preparacion de la muestra

La preparacién de las muestras para ser evaluadas en gel SDS-PAGE y Western blot, fueron
procesadas de la siguiente manera. Se tomaron 2 muestras de 1 mL de los lavados en cada paso de la
purificacién, del sobrenadante sin purificar y del sobrenadante purificado. A cada 1 mL se le agregaron 250
uL de 4acido tricloroacético (TCA 100%) para sedimentar las proteinas totales. Se incubaron 16 horas a -
20°C. Posteriormente, se centrifugd 25 minutos a 4°C y 13,000 rpm. El sobrenadante se decantd vy el
sedimento se lavd con 1 mL de acetona fria. Se centrifugd nuevamente por 25 minutos a 4°Cy 13,000 rpm.
El precipitado se secd a temperatura ambiente y se resuspendié en 25 pL de buffer de carga SDS-PAGE 2X.

Las muestras se desnaturalizaron a 95°C por 10 minutos.

Para las muestras de eluciones se tomaron 15 uL de cada elucién, se mezclaron con 15 uL de buffer
de carga 2X (SDS 4%, glicerol 20%, Tris-HCl 125 mM (pH 6.8), azul de bromofenol 0.05%, 2-mercaptoetanol
10%). Las muestras se desnaturalizaron a 95°C por 10 minutos momentos antes de ser cargadas en los

carriles del gel.

2.15.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12% siguiendo el protocolo propuesto por Sambrook y
Russell (2001). Las condiciones de corrida fueron 50 mA con un voltaje constante de 150 Volts, hasta que
el frente de azul de bromofenol alcanzd la base del gel. Los geles se tifieron con solucidén de tincion

(Coomassie brillant blue R-250 0.1%, metanol 50%, acido acético glacial 10%) toda la noche a temperatura
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ambiente y agitacion constante. El gel se destifié con solucion de destefiido (etanol 40%, acido acético

10%) hasta obtener el contraste deseado.

2.15.3 Western blot

Los geles de poliacrilamida al 12% se transfirieron mediante electrotransferencia semiseca con el
sistema Semi-Dry Electroblotter (CLP) a una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot® Transfer medium 0.45
um (BioRad). Se utilizé buffer de transferencia semiseca (tris-base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%,
pH 8.3) para humedecer por 10 minutos 6 papeles filtro, el gel de poliacrilamida al 12% y la membrana de
nitrocelulosa. La transferencia se realizé por 1 hora a 200 mA constantes y un voltaje de 20 Volts. La
membrana se incubd 2 horas a temperatura ambiente con agitacion constante en solucion de bloqueo
(leche 5% en TBST). Se descartd la solucidn y se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con TBST.
Se agregd el anticuerpo anti-HA (Roche) diluido 1:1000 en TBST (leche al 3%). Se incubd 1 hora a
temperatura ambiente y posteriormente se hicieron tres lavados de 10 minutos con TBST. Para el revelado
por colorimetria se utilizé el kit DAB Substrate (Thermo Scientific™), se siguieron las recomendaciones del

fabricante. Para el revelado por quimioluminiscencia se utilizé el kit Pierce™ Western Blot Signal Enhancer.

2.15.4 ELISA de expresion

Por triplicado, se pusieron 50 pL de cada sobrenadante crudo (obtenido en la extraccidn
periplasmica de la proteina) en cada pozo de una placa de ELISA y se incubd 1 hora a 37°C. Posteriormente,
se descarté la solucidn y se bloquearon los pozos con 150 pL de BSA (albimina de suero bovino) 3%-PBS
1X incubando 1 hora a 37°C. Se lavaron los pozos con Tween 0.05%-PBS 1X tres veces. Se agregaron 50 pL
de anticuerpo anti-HA (ROCHE) diluido 1:1000 en BSA 1%-PBS 1X, y se incubd 1 hora a 37°C. Se lavd tres
veces con Tween 0.05%- PBS 1X y se afiadieron 50 pL de sustrato para peroxidasa (ABTS 20 mg/mL, buffer

de citratos 1X, H,0, 0.3%). La placa fue leida después de 20 minutos a 405 nm en un lector de ELISA.
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2.16 Reconocimiento del VEGF por las mutantes VNAR

Se inmovilizaron 50 pL de VEGF de una alicuota de 5 pg/mL en una placa de ELISA por triplicado,
guedando 250 ng por pozo para cada clona. Se incubé 1 hora a 37°C. Se descartd el antigeno y se bloqued
la placa con 150 plL de BSA 3% en PBS 1X, incubando 1 hora a 37°C. Se lavaron los pozos con Tween 0.05%-
PBS 1X tres veces. Se agregaron 250 ng de cada proteina en 50 uL de PBS y se incubd 1 hora a 37°C. Se
decantd y lavo tres veces. Se agregaron 50 uL de anticuerpo anti-HA (ROCHE) diluido 1:1000 en BSA 1%-
PBS 1X y se incubd 1 hora a 37°C. Se lavd tres veces y se anadieron 100 plL de sustrato para peroxidasa

(TMB). Se incubé 15 min y se adiciond 100 uL de acido sulfurico. Se leyd la absorbancia a 450 nm.

2.17 Produccion masiva de anticuerpos

La produccidn de los VNAR a mayor escala fue llevada a cabo por la compaiiia PROALT. El objetivo
fue obtener mayor cantidad de proteinas para trabajar en los ensayos posteriores. Las secuencias fueron
optimizadas para lograr una expresién dptima en BL21(DE3) utilizando el vector de expresion pET-28a (+)

de Novagen.

2.17.1 Pruebas de expresion a dos temperaturas diferentes

Las pruebas de expresiéon se realizaron en cultivos de 50 mL y utilizando dos temperaturas
diferentes, 30°C y 37°C, durante 18 y 4 horas, respectivamente. La induccién se realizé con 0.8 mM de
IPTG. Una vez cumplidos los tiempos, las células se cosecharon y se analizd la expresion de las cinco
mutantes en gel de Coomassie y western blot. Se probaron diferentes fracciones de cada proteina

expresada: extracto total, fraccidn soluble (obtenida por lisis celular) y el control sin inducir.
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2.17.2 Purificacion de proteinas por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC)

La purificacién de los VNAR obtenidos se llevé a cabo tomando en cuenta la fraccion soluble
(citoplasmatica) y la fraccion insoluble (cuerpos de inclusién) utilizando cromatografia en condiciones

desnaturalizantes y replegamiento posterior en columna (on-column refolding) de la proteina.

2.17.3 Cuantificacidn de las proteinas

La concentracion de proteina se determind por densitometria de bandas de geles tefiidos con
Coomassie. Se tomaron imagenes de los geles por medio de la digitalizacién con un escaner Epson
Perfection 3490 Photo. Para el calibrado densitométrico se utilizd una preparaciéon de VNAR estandar

(Genway) a Img/ml. La densitometria se realizd con el software Image J.

2.17.4 Estudio de estabilidad térmica

Se prepararon diferentes alicuotas de la preparacion de cada VNAR y se conservaron a diferentes
temperaturas durante una semana para estudiar su estabilidad térmica a corto plazo. Las temperaturas
estudiadas fueron: RT, 4°C, -20°C y - 80°C. La congelacién a -20°C y a -80°C fue rdpida y se realizé en un
bafio etanol-hielo seco. Transcurrido el tiempo de incubacién las muestras se sometieron a centrifugacion
para descartar los agregados producidos en ese tiempo. Las muestras a -20°C y a -80°C se descongelaron
en hielo antes de la centrifugacién. Se analizaron volumenes idénticos de estas muestras por electroforesis
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 15% PAGE-SDS. Posterior a la tincién con azul de Coomassie,
se analizd la pérdida de proteina soluble por la formacidn de agregados en las distintas temperaturas de
incubacién. El western blot sirvio como andlisis de identidad/integridad, para confirmar que estos
anticuerpos contienen el tag de histidinas. La membrana se incubd secuencialmente con un anticuerpo

anti-His y con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa.
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2.18 Ensayo de proliferacion de células HUVEC

Se evalud el efecto de la presencia del VEGF en el medio de cultivo en células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVEC, ATCC® PCS-100-010™), Se utilizé el kit VEGF para crecimiento de células
endoteliales (ATCC® PCS-100-041), siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, se

formularon los medios para la evaluacion de la proliferacion (tabla 5).

Tabla 5 Composicion de los medios de cultivo utilizados.

Componente Medio Medio Medio Medio Medio
Completo Incompletol Incompleto2 Incompleto3 Incompleto 4
VEGF + + - + -
EGF + - - - -
FGF + = = = =
IGF + - - - -
L-glutamina + + + 4 +
Heparina sulfato + + + + +

Hemisuccinato de

+ o o = o
hidrocortisona
Suero fetal bovino + + + - -
Acido ascérbico + - + + +
Antibidticos + + + + +
Medio Basal + + + + +

Las células HUVEC se cultivaron en placas de 10 cm de didmetro, en medio completo y utilizando
células en pase 4. Se incubaron a 37°C y 5% de CO,. Después de 24 horas, se observaron al microscopio
para determinar el porcentaje de confluencia. Se removié el medio de cultivo y se cambid por medio
fresco. Se incubd con las mismas condiciones hasta que se alcanzé una confluencia del 80%. Se aspird
cuidadosamente el medio de cultivo de la placa, cuidando de no remover la monocapa celular. Se lavé dos
veces con PBS 1X y posteriormente, se adicionaron 2 mL de Tripsina-EDTA hasta que todas las células se
despegaron. Se adiciona la misma cantidad de solucion neutralizante y se transfiere toda la solucion celular
a un tubo de 15 mL. Se estimé el nimero de células utilizando azul tripano 0.4% en una camara de

Neubauer. Posteriormente, se usaron tres placas de 96 pozos, en las cuales se sembraron 5,000 células
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HUVEC por pozo en medio completo. Se incubaron con 5% de CO, a 37°C por 48 horas. Al cabo de ese
tiempo, se cambid el medio de cultivo de dos placas por los medios incompletos (Figura 12) e incubadas
con las mismas condiciones. Una placa fue revelada utilizando 20 plL por pozo del reactivo MTS
(PROMEGA), tomandose como tiempo 0. Las placas con cambio de medio se revelaron a las siguientes 48
y 96 horas con el mismo reactivo. Como control negativo se revelaron pozos con PBS 1X. Las placas se

leyeron a 490 nm.

COC o000
COO000CO0000,
0000000
@ @ 9000

Figura 12 Disposicion en placa de 96 pozos para ensayo de proliferacion de células HUVEC.

2.19 Ensayo de angiogénesis

Como parte del kit para evaluacién de la angiogénesis (Essen Bioscience, 4452), se realizé un co-
cultivo de células NHDF (fibroblastos dérmicos humanos) y células HUVEC marcadas con GFP (proteina
verde fluorescente) en placas de 96 pozos. El kit estd complementado con el medio de cultivo de siembra,

medio de crecimiento y el medio de ensayo.

Se llevé a cabo la siembra del co-cultivo, descongelando los viales de ambas células y siendo
suspendidas en 12 mL de medio de siembra. Cada pozo fue sembrado con 100 pL de la suspensidon celular
y posteriormente incubada a temperatura ambiente por una hora. Para marcar un tiempo cero, se
adiciond el InuCyte ZOOM y se escaned. Después de 24 h, el medio de cultivo fue reemplazado con 150 pL

del medio de crecimiento.
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A partir del dia 2 y en los dias 5, 7 y 9 se adiciond el VEGF al medio de cultivo a una concentracion

final de 4 ng/mL. Las proteinas VNAR se prepararon en stock con una concentracién inicial de 150 pg/mL,

a partir de eso se hicieron diluciones seriadas dando una concentracion final de 75, 37.5, 18.8, 9.4, 4.7,

2.3, 1.2 pg/mL. Las cinéticas de formacién de tubos (derivados del proceso de angiogénesis) se realizaron

en presencia de diferentes concentraciones de VNARs (Tabla 6).

Tabla 6 Esquema experimental de la placa para la evaluacion de los VNAR en angiogénesis.

Sin tratamiento

VEGF 4 ng/mL

VEGF 4 ng/mL + Suramina 100 pM

L99K 150 pg/mL +VEGF

L99K 75 pg/mL +VEGF

L99K 37.5 pg/mL +VEGF

L99K 18.8 pug/mL +VEGF

L99K 9.4 pug/mL +VEGF

L99K 4.7 pg/mL +VEGF

L99K 2.3 pug/mL +VEGF

L99K 1.2 pg/mL +VEGF

V13 100 pg/mL +VEGF

V13 75 pg/mL +VEGF

V13 37.5 pg/mL +VEGF

V13 18.8 pg/mL +VEGF

V13 9.4 ug/mL +VEGF

V13 4.7 ug/mL +VEGF

V13 2.3 pg/mL +VEGF

V13 1.2 pg/mL +VEGF

R90A 100 pg/mL +VEGF

R90A 75 pg/mL +VEGF

R90A 37.5 pg/mL +VEGF

R9O0A 18.8 pg/mL +VEGF

R90A 9.4 pug/mL +VEGF

R90A 4.7 ug/mL +VEGF

R90A 2.3 pg/mL +VEGF

R90A 1.2 pg/mL +VEGF

Sin tratamiento

VEGF 4 ng/mL

VEGF 4 ng/mL + Suramina 100 pM

Sin tratamiento

VEGF 4 ng/mL

VEGF 4 ng/mL + Suramina 100 pM

R97A 100 pg/mL +VEGF

R97A 75 pg/mL +VEGF

R97A 37.5 pg/mL +VEGF

R97A 18.8 pg/mL +VEGF

R97A 9.4 pg/mL +VEGF

R97A 4.7 ug/mL +VEGF

R97A 2.3 ug/mL +VEGF

R97A 1.2 pg/mL +VEGF

P98Y 100 pg/mL +VEGF

P98Y 75 pg/mL +VEGF

P98Y 37.5 pg/mL +VEGF

P98Y 18.8 pg/mL +VEGF

P98Y 9.4 pg/mL +VEGF

P98Y 4.7 pg/mL +VEGF

P98Y 2.3 pg/mL +VEGF

P98Y 1.2 ug/mL +VEGF

P98Y-L99K 100 pg/mL +VEGF

P98Y-L99K 75 pg/mL +VEGF

P98Y-L99K 37.5 pg/mL +VEGF

P98Y-L99K 18.8 pg/mL +VEGF

R90A 9.4 pg/mL +VEGF

RO0A 4.7 pg/mL +VEGF

R90A 2.3 pg/mL +VEGF

R90A 1.2 pg/mL +VEGF

Sin tratamiento

VEGF 4 ng/mL

VEGF 4 ng/mL + Suramina 100 pM

Se hicieron tres controles, medio sin VEGF, medio con VEGF, medio con VEGF y suramina 100 uM.

Los mismos dias (2, 5, 7 y 9) se adicionaron el VEGF y los VNAR. Cada 12 horas se escanearon las placas

para obtener las imagenes del crecimiento.
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2.20 Evaluacion del efecto de los VNAR in vivo

Para evaluar la eficacia de los VNARs como inhibidores de la angiogénesis, la compafiia AntiCancer
Incorporated llevd a cabo experimentos que permitieron observar in vivo la acciéon de cada VNAR en un
modelo de ratdn transgénico. Este modelo se utiliza para la visualizacidon de angiogénesis tumoral y son
ratones desnudos ND-GFP (nestin-driven green fluorescent protein), lo cual permite que sea visible el
crecimiento de vasos sanguineos (Amoh et al., 2005). El ND-GFP son proteinas que se expresan en las
células endoteliales y los vasos sanguineos nacientes, dando dos colores fluorescentes, y es posible

comprobarlo con inmunohistoquimica con el antigeno CD31.

Los ratones contaban con seis semanas de vida, a partir de la cual fueron inoculados con células de
céncer de pulmoén de Lewis (5x10° células en 25 pL). La implantacién se hizo bajo la técnica de implantacion
de células de tumor footpad para cada uno de los ratones y se dejo crecer por 3 dias. Se hicieron grupos
de 8 ratones para evaluar cada VNAR. Posteriormente, se inicid el tratamiento con cada uno de los VNARs
en cada grupo de ratones. El objetivo fue crecer un tumor en los ratones y aplicar el tratamiento. El
tratamiento consistid en seis dosis 180 pL de una solucion de 150 pg/pL en PBS de cada VNAR, dos dosis
por semana. El grupo control se evalué inyectando solo PBS. Los dias 4, 11 y 18 se tomaron imdagenes
correspondientes a la angiogénesis y se calculd la densidad del largo total de los vasos sanguineos dividido
por area observada. Después de 18 dias el estudio se concluyé y los ratones fueron sacrificados. Los
tumores fueron extirpados y cortados a la mitad; una mitad fue congelada y la otra preservada en

formalina al 10%.
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Capitulo 3 Resultados

3.1 Resultado de la clonacion de las mutantes VNAR

El vector pComb3x fue obtenido a partir de un cultivo de E. coliy purificado por kit de extraccién de
plasmido (Qiagen). Al ser evaluado en un gel de agarosa (0.8%), se constaté la calidad del mismo (Figura
13). El gel no mostré degradacion del plasmido asi que se procedid a llevar a cabo la digestion con la enzima
Sfil. En este paso, el vector que contiene un inserto distinto al deseado, se digirié para eliminar el stuffer

y poder ligar los genes de interés.

1
—
—
—_—
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—
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—

Figura 13 Vector pComb3x purificado visto en un gel de agarosa al 08%. Carril 1: Escalera de ADN. Carril 1,2,3:
pComb3x purificado de tres cultivos diferentes y con el peso molecular esperado.

Los genes insertados fueron re-amplificados por PCR usando los primers del inciso 7.2.4. Ya que el
analisis de las secuencias mostré que varias de las mutantes no tenian el sitio de corte Sfil, este paso fue
crucial para poder ligarlo a pComb3x. De acuerdo a un gel de agarosa al 2%, las bandas que se muestran

tienen el tamafo esperado (Figura 14).
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Figura 14 Estado inicial y re-amplificacion de las mutantes de V13.

Es importante mencionar que antes de realizar cualquier amplificacion, digestion o ligacion, se
realizaron predicciones de los tamafios esperados en cada proceso, utilizando los programas Serial Cloner
y SnapGene. En el caso de la amplificacidn de las mutantes el tamafio esperado fue de 429 pb (Figura 15y

16).

Created with SnapGene®
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Figura 15 Amplificacion tedrica de las mutantes realizada con SnapGene. Esta amplificacion inserta las regiones de
corte para la enzima Sfil.

Una vez conocido el tamafo del fragmento esperado, la digestidn del gen parental con Sfil dejaria

un fragmento de 403 pb.
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Figura 16 Construccion del mapa de expresion de las mutantes de V13 con pComb3x.

Ya realizada la ligacién, esta fue transformada en la cepa de E. coli ER2738 y su crecimiento en
colonias en placas con LB sdlido y carbenicilina (resistencia dada por el vector pComb3x). Se seleccionaron
siete colonias por cada mutante, y se crecieron en medio SB con antibidtico por 10 horas. Se les realizé
PCR utilizando primers especificos del vector (omseq y gback). Y se cargaron en un gel de agarosa al 2%. El

fragmento esperado era de 649 pb (Figura 17).
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Figura 17 PCR de colonias con los primers omseq y gback. Carril 1: Escalera de ADN. Carril 2: mutante L99K. Carril 3:
mutante R90A. Carril 4: R97A. Carril 5: gen parental. Carril 6: mutante P98Y. Carril 7: control negativo.

Las colonias que dieron positivas fueron: Mutante 1:3, Mutante 2:7, Mutante 3:5, Mutante 4:2 y

Mutante 5:12. Una vez identificadas las colonias con el inserto positivo, se realizé la extraccion del

plasmido por el método de lisis alcalina. Los plasmidos extraidos fueron utilizados para transformar células

para expresion de proteinas (NEB Express). Su secuencia correcta fue confirmada, seglin se muestra en la

Figura 18.
R90A — M3-5_F-ompseq_B04_004.ab1 (+1)
R97A — M4-2_F-ompseq_D04_008.ab1 (+1)

L99K —M2-7_F-ompseq_H03_015.ab1 (+3)

V13 — U3_Opt-Ompseq_A0S_001.ab1 (+1)
P98Y-L99K ws—lz_o—ompseq_c12:014.ab1 (+1)

P98Y-LI9K —MS-12_o-ompseq_G12_014.ab1 (+1) I

P98Y — M1-3_F-Ompseq_F07_011.ab1 (+3)
Consensus

100

Conservation

R90A — M3-5_F-ompseq_B04_004.ab1 (+1)
R97A — M4-2_F-ompseq_D04_008.ab1 (+1)
vi3 — U3_Opt-Ompseq_A05_001.ab1 (+1)
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Figura 18 Secuencias obtenidas a partir de los pldsmidos extraidos de una colonia por mutante.
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3.2 Resultado de la expresion de las mutantes VNAR en pComb3x

Para la expresidn de las proteinas se eligid la cepa NEB Express, basdndose en sus caracteristicas de
produccidn similares a BL21(DE3) con la ventaja de tener mayores tasas de transformacién. La primera
evidencia de presencia de las proteinas fue por medio de un ELISA de expresion utilizando el mismo
volumen de cada extracto periplasmico y utilizando un anticuerpo anti-HA con peroxidasa incorporada. En
la Figura 19 se puede observar que las cinco mutantes, asi como la cepa parental se expresaron
correctamente, sin embargo, en la Figura 20 el andlisis en gel de poliacrilamida al 12% de los extractos
obtenidos no mostro las bandas de cada proteina, por lo que fue necesario realizar un western blot para

la localizacidn de las proteinas.

450 nm

Figura 19 ELISA de expresion. Realizado a partir del extracto peripldsmico década cultivo por mutante.
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Figura 20 Gel SDS-PAGE al 12%. Se evaluaron los dos extractos obtenidos por proceso en cada mutante.

El Western blot se realizd empleando el anticuerpo anti-HA y se analizaron las mismas muestras que
en el gel de poliacrilamida al 12%. En la Figura 21 es evidente la produccidn de proteina, sin embargo, esta
se esta dando en ambos extractos y con mayor concentracién en el primer extracto, donde es utilizado el
Tris-HCl 30 mM pH 8 y sacarosa 20%. De acuerdo a la técnica de extraccion peripldsmica, el segundo
extracto (MgS0O, 5mM) es donde se deberia localizar la proteina de interés. Debido a estos resultados, se
decidié que ambos extractos fueran utilizados para purificacién de las proteinas. En un segundo lote que

fue producido se repitieron los mismos resultados.

-
L
e PO8Y-
- L99K R90A R97A s
A | | |
[ = | | el )

15 W8 i Mot Ths MO s Mgsoa T Mgsod

Figura 21 Western blot de extractos donde se muestran las bandas esperadas en un peso molecular de 16 kDa
aproximadamente.
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Una vez que la presencia de las proteinas provenientes de las mutantes de V13 fue corroborada, se
procedid a su purificacién a partir de los extractos. Las fracciones obtenidas de la purificacién fueron
evaluadas mediante western blot. Primero se evaluaron las cinco eluciones de cada proteina mutante. De
acuerdo a las Figuras 22 y 23, Unicamente la mutante P98Y presentd proteina en la elucion 2 (E2) sin
embargo, no hubo proteina registrada en algun otro western blot de eluciones, por lo que se procedié a

buscar en cudles muestras se estaban quedando las proteinas.

ES E4 E3 E2 E1 mgso, E5 E4 E3 E2 E1 mgso, ES E4 E3 E2 E1 mgso,

Pogy L99K P98Y-L99K

Figura 22 Western blot de las eluciones (E) de los VNAR P98Y, L99K Y P98Y-L99K obtenidas durante la purificacion.

Tris-HCl E1 E2 E3 E4 ES El E2 E3 E4 ES5 Mgso, Tris-HCl

opd

RS0A R97A

Figura 23 Western blot de las eluciones (E) de las mutantes R90A y R97A obtenidas durante la purificacion.

Ya que en ninguna de las eluciones se encontraban las proteinas de interés, se procedié a evaluar
las fracciones adicionales que se colectaron durante el proceso, entre ellas el tercer pase de la muestra
(por si acaso esta no se estuviera pegando a la columna), y los lavados 1y 2 (L1 y L2). La Figura 24 muestra

que las proteinas se estaban eluyendo junto con los lavados.
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P98Y L99K P98Y-L99K P98Y L99K

—_—
P3 L1 L2' P3L1L2 Fo L1 L2
P3.- L1 L2 e i o

Figura 24 Western blot: P3 (pase 3), L1 (lavado 1), L2 (lavado 2).

Este resultado podria deberse a que la muestra no se difundio a través de la columna utilizando una
solucion de imidazol, ya que se ha visto que este ayuda a que las proteinas se fijen a la resina. Por tanto,

se deberd probar esta condicion.

El cromatograma obtenido en la cromatografia de FPLC, no indicé pico relevante alguno durante el
gradiente de imidazol sin embargo, se colectaron automaticamente todas las fracciones obtenidas en la
corrida. Como se puede ver en la Figura 25, el Unico pico relevante estd formando parte de los desechos

de lavado antes de iniciar el gradiente y por ello también se decidié colectar.
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Figura 25 Cromatograma correspondiente a la purificacion de un VNAR por FPLC. A: pico de desecho inicial. B: lugar
donde debia estar el pico del VNAR purificado.
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Se obtuvieron un total de 41 muestras, que fueron agrupadas en intervalos de seis, excepto el primer
grupo que estuvo formado por las cinco muestras colectadas del desecho inicial. De cada muestra se
tomaron 10 plL y se mezclaron por grupos. Se adiciond el mismo volumen final de buffer de carga y se
cargaron en un gel SDS-PAGE al 12%. También fueron cargadas muestras correspondientes al desecho de
ultrafiltracion y el filtrado final, esto como evidencia de presencia de proteina. Con este gel se realizé un

western blot (Figura 26).

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Figura 26 Western blot de las muestras agrupadas obtenidas a partir de la purificacion por FPLC. Carril 10: filtrado
final. Carril 1: desecho.

El western blot reveld dos bandas, una muy tenue correspondiente al grupo de muestras de desecho
y otra mas marcada que correspondia al filtrado final. Con este resultado, se realizd otro western blot,
ahora utilizando las cinco muestras de desecho y asi detectar qué fraccion tenia la proteina. La figura 27
muestra las fracciones de desecho, e indicé que la 3 y 4 tenian la proteina de interés. A pesar de haber
localizado a la proteina, esta no deberia estar en los desechos pues indica que no se esta adhiriendo a la

columna y por tanto, no es posible llevar a cabo el gradiente con imidazol para su purificacién.
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1 2 3 4 5 Filtrado

Figura 27 Western blot de fracciones que componen el carril 1 de la figura 26 correspondiente al desecho. Carril 3 y
4: fracciones de desecho.

Con estos resultados como evidencia, se determind volver a producir las proteinas y purificarlas por
lotes de 100 mL de extracto periplasmico. Asi se evitaria la saturacion de la columna y se obtendrian mas

proteina purificada.

Para cada muestra se obtuvieron 3 mL de proteina eluida. El perfil de eluciéon de cada una
permanecid y se eligid la elucién 1 como la de mayor concentracién de proteina. Las eluciones se dializaron
y cuantificaron. El resultado fue analizado mediante un gel SDS-PAGE y en un western blot (Figura 28) y el

grosor de las bandas se compard con un ELISA de expresion realizado con los mismos extractos (Figura 29).
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Vi3 P98Y L99K RSOA RS7A P98Y-

Figura 28 Andlisis de la expresion de las proteinas. A: Gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. B: Westen blot.
Las flechas indican el peso de las proteinas obtenidas.

2.57

450 nm

Figura 29 ELISA de expresidn de las proteinas después de ser purificadas.
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3.3 Resultado del reconocimiento del VEGF por las mutantes VNAR

Una vez que la presencia de las proteinas fue evidenciada por ambos procedimientos, se determind
realizar un ELISA de reconocimiento (Figura 30). Se cuantificaron las proteinas con NanoDrop y se colocé
la misma cantidad de proteina por pozo que citocina, es decir 250 ng por pozo de VNAR y de VEGF. Como

control negativo se utiliz6 PBS en lugar de VEGF.
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Figura 30 Disposicion de los pozos en placa para ELISA de reconocimiento.

Los resultados obtenidos muestran que existe una fuerte tendencia positiva de la mutante P98Y por
el VEGF165, mismo reconocimiento que se observa por la doble mutante. La proteina parental retiene el
reconocimiento por el VEGF, sin embargo, es menor que las mencionadas con anterioridad, y también en

algunas consideradas “negativas”, se puede observar el reconocimiento (Figura 31).
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Figura 31 ELISA de reconocimiento de dos lotes diferentes.

Se realizé el reconocimiento del VEGF por diferentes concentraciones de VNAR, a modo de titulacion
para encontrar la concentracion a la que puede haber un mejor reconocimiento. En la Figura 32 se observa
qgue la mutante P98Y mantiene un perfil de reconocimiento mas alto por arriba de las demas mutantes,

sobre todo a concentraciones menores de VNAR.

Bl 5ug/mL
Bl 25ug/mL
Bl 1.25ug/mL
[0 0.625 ug/mL

Abs 450 nm

Figura 32 ELISA de reconocimiento con titulacion para los VNAR.
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3.4 Resultado de la producciéon masiva de anticuerpos

Como resultado de la optimizacidn de las secuencias y el cambio de vector, fue posible obtener
concentraciones de VNAR apropiadas para realizar los ensayos posteriores. El vector de expresion pET-
28a(+) (Novagen) fue especialmente disefiado para realzar la expresion de proteinas recombinantes, por
lo tanto, sus rendimientos se consideran altos. La etiqueta utilizada para los genes fueron la 6xHis en el

extremo C-terminal.

3.4.1 Resultado de las pruebas de expresion a dos temperaturas diferentes

El primer estudio aplicado para produccion de proteinas se realizd con el objetivo de probar las
diferentes condiciones de llevar a cabo la expresidn: 30°C por 18 horas y 37°C por 4 horas. Los geles tefiidos
con Coomassie y western blot obtenidos se pueden observar en la Figura 33. Las fracciones recuperadas
fueron extracto total, fraccién soluble (obtenida por lisis celular) y el control sin inducir. La Figura 33
demuestra que la proteina se esta produciendo en una fase insoluble, por lo que fue necesario realizar la

purificaciéon a partir de condiciones desnaturalizantes.
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Figura 33 Andlisis de la expresio
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on de los cinco mutantes de anti-VEGF. Las muestras corresponden en cada caso al

extracto total control sin inducir (U), al extracto total transcurrido el tiempo de induccién (TE), a la fraccion soluble
tras la lisis de las células (S) y a la fraccion insoluble resultante de la lisis (I). En los geles se cargaron los mismos

volumenes de extracto celular.
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3.4.2 Resultado de la purificacidon de proteinas por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados

(IMAC)

A la vista de los resultados obtenidos en las pruebas de expresion (Figura 33), en todos los casos la
cantidad de proteina purificada a partir de la fraccion soluble fue considerablemente menor que la
obtenida a partir de la fraccién insoluble por el método on-column refolding. También se observa que al
comparar las dos temperaturas de induccién, la cantidad de proteina obtenida de la expresién a 30°C
durante 18 h es mucho mayor que la obtenida a 37°C durante 4 h. En las Figuras 34 y 35 se muestran, a
modo de ejemplo, imagenes obtenidas de los perfiles cromatograficos y geles tefiidos con Coomassie

correspondientes.

P98Y+L99K 302C
P98Y+L99K 372C

: "‘

Figura 34 A) Cromatogramas IMAC superpuestos de las purificaciones realizadas a partir de la fraccion soluble de las
sobreexpresiones a dos temperaturas diferentes de la mutante P98Y+L99K. B) Gel SDS-PAGE correspondiente a la
electroforesis de las purificaciones cuyos cromatogramas se muestran. Las fracciones cargadas son el pellet insoluble
tras la lisis (P), en el cual se aprecia que estd la mayor parte de la proteina sobreexpresada; la fraccion soluble
obtenida tras centrifugar el lisado celular (S), el flow-through que contiene las proteinas que no se unen a la columna
(F), v las dos fracciones que acumulan el 99% del pico de elucion en cada caso (5y 6, 0 6 y 7). De las fracciones de
elucion se cargaron 20ul en el gel. El resto de mutantes mostraron un perfil muy similar a esta.
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Figura 35 A) Cromatogramas IMAC de las purificaciones a partir de la fraccion insoluble de las sobreexpresiones a dos
temperaturas diferentes del mutante R90A. B) Geles correspondientes a electroforesis de las purificaciones cuyos
cromatogramas se muestran. A la izquierda las figuras corresponden a la purificacion a partir de la sobreexpresion a
30°C durante 18 h, y a la derecha corresponden a la purificacion a partir de la sobreexpresion a 37°C durante 4 h. Se
cargaron 10ul de las fracciones indicadas. El resto de mutantes mostraron un perfil muy similar al del mutante que se
muestra aqui @ modo de ejemplo.

Tras las purificaciones correspondientes por cromatografia IMAC, se juntaron aquellas fracciones
que contenian el 99% de la proteina (visualizada en los geles), y se analizaron los pool resultantes de nuevo
por electroforesis en geles SDS-PAGE, para estimar los rendimientos finales de cada proteina (Figura 36 y

Tabla 7).
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Soluble ug BSA Plegamiento 30°C ug BSA Plegamiento 37°C ug BSA
1 2 3 4 5 02040608 1 2 3 4 5 0.2 0406 08 1 2 3 4 5 02040608
1: R90A
2: R97A
- 3: P98Y
- | - K 4: L99K
5: P98Y-L99K
-~
Cargados 20 pL de muestra Cargados 10 pL de muestra Cargados 10 pL de muestra

Figura 36 Geles correspondientes a la electroforesis de las preparaciones finales de cada purificacion junto a un patrén
de BSA para estimar los rendimientos por densitometria de bandas. En el caso de las muestras solubles, las fracciones
de ambas expresiones (30°C y 37°C) fueron combinadas para la cuantificacion de la proteina total.

Derivado de la Figura 36, la tabla 7 muestra la calidad de proteina que se obtuvo posterior al
plegamiento. El plegamiento a 30°C resulté en un rendimiento mayor que a 37°C pues bajo esta condiciéon
la concentracion de proteina fue muy baja y no se detectd por el método de Bradford.

Tabla 7 Cuantificacion relativa de las proteinas por fraccion.

Proteina Soluble (total 30°C/37°C) Plegamiento a 30°C Plegamiento a 37°C

PogY +/- +++++ ++
L99K + +++++ +
R90A +/- +++++ =
R97A +/- +++++ +
P98Y-L99K +/- e+ -

3.4.3 Resultado de la cuantificacion de las proteinas

La cuantificacion se hizo mediante densitometria de bandas a los geles tefiidos con azul de
Coomassie. La digitalizacion de las imagenes de los geles dio como resultado un area en pixeles, a la cual
se le dio un valor con respecto al estandar utilizado en diferentes concentraciones (Figura 37). El software

otorgé el valor correspondiente a cada banda de VNAR obtenida (Tabla 8)



54

Figura 37 Ejemplo de gel SDS-PAGE al 15% tefiido con azul de Coomassie con estdndares de VNAR para
cuantificacion de proteina. 1) 1 ug. 2) 0.75 ug. 3) 0.5 ug. 4) 0.25 ug. 5) Proteina 2 uL. 6) Proteina 1 ul.

Tabla 8 Concentraciones de VNAR obtenidas.

VNAR Concentracién (mg/mL)
V13 0.45

PO8Y 0.24

L99K 0.75
PO8Y-L99K 0.28

R90A 0.5

R97A 0.59

3.4.4 Resultado del estudio de estabilidad térmica

Cada VNAR evaluado presenté una estabilidad térmica diferente para cada temperatura (Figura 38).
El V13 presenta buena estabilidad a todas las temperaturas probadas, excepto a temperatura estandar
(20°C), donde es posible observar menor cantidad de proteina. EI P98Y mostré buena estabilidad térmica
a 4°C, sin embargo, a temperatura estandar esta disminuye notablemente. El L99K demostré tener buena
estabilidad a 4°Cy -20°C, aunque esta se ve reducida tanto a -80°C como a temperatura estandar. El P98Y-
L99K sélo mostrd una estabilidad térmica reducida a temperatura estandar, este caso se repitiéo con R97A.

El R90A presentd mejor estabilidad a 4°C, y esta se vio disminuida en las demds temperaturas de prueba.
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Figura 38 Representacion de la estabilidad de una de las proteinas sometida a diferentes temperaturas.

El analisis por western-blot con los VNARs como prueba de identidad/integridad, se hizo para
confirmar que estos anticuerpos contienen la cola de histidinas. El revelado de la membrana se muestra

en la Figura 39.

V13 RO0A RO7A P98Y L99K P98Y-LIOK V13 RY0A RI7A P98Y L9K P98Y-LOK
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Figura 39 Andlisis de la presencia de la etiqueta 6-His.
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3.5 Resultado del ensayo de proliferacion celular de HUVEC

El objetivo de este ensayo fue determinar que componentes en el kit-VEGF Endothelial Cell Growth
(ATCC) eran necesarios para la proliferacion de las células HUVEC, esto con la intencién de determinar si
el suero fetal bovino y el VEGF no se contraponian, en caso de un resultado falso positivo. Se investigaron
todos los componentes del kit y se determind tener un medio completo (como lo especifica el fabricante)
y cuatro medios llamados incompletos, ya que algunos de sus componentes iniciales se eliminaron (Tabla
9). Después de alcanzar una confluencia del 80%, se realizé la digestidn triptica de las células, colocando
5000 células por pozo en medio completo por 12 horas. Al término de ese tiempo, se hizo el cambio de
medio y se colocé el medio completo y los medios incompletos. Como se observa en la Figura 40, los

tiempos medidos fueron 0, 24, 48, 72 y 96 horas.

Tabla 9 Composicion de los medios de cultivo para HUVEC.

Medio Medio Medio Medio Medio
Componente
Completo Incompletol Incompleto2 Incompleto3 Incompleto4

VEGF + + = + -
EGF + - - - _
FGF + = - - _
IGF + - - - _
L-glutamina + + + + +
Heparina sulfato + + + + +
Hemisuccinato  de

+ + + + +
hidrocortisona
Suero fetal bovino + + + - -
Acido ascérbico + + + + +
Antibidticos + + + + +
Medio Basal + + + + +

En este experimento se evalud la presencia y ausencia del suero fetal bovino (Figura 40) , y la
importancia del VEGF en ausencia de otros factores de crecimiento (Figura 41). Era importante establecer
el alcance del suero fetal bovino ya que el componente clave (VEGF) también se encuentra presente en él

(asi como los demds factores de crecimiento) y se debia evaluar la forma en que afectaria el experimento.
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Por otro lado, la eliminacion de otros factores de crecimiento se da como resultado de una exhaustiva
revision bibliografica, donde se menciona que el EGF es un mitégeno mas fuerte que el VEGF. Inicialmente,
se probd la presencia y ausencia de estos factores de crecimiento (datos no mostrados), y lo que se
encontré fue que la ausencia del VEGF no limitaba el crecimiento de las células si estaban presentes los
otros factores de crecimiento. Es asi como el suero fetal bovino suple esa deficiencia y es posible ver

proliferacién celular.
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Figura 40 Ensayo de proliferacion de HUVEC, probado diferentes composiciones del medio de cultivo. T representa
cada tiempo de cultivo evaluado. MC: medio de cultivo completo. Mi1: medio de cultivo sin factores de crecimiento
pero con VEGF. MI2: medio de cultivo sin factores de crecimiento y sin VEGF. MI3: medio de cultivo sin factores de
crecimiento, sin suero fetal bovino pero con VEGF. MI4: medio de cultivo sin factores de crecimiento, sin suero fetal
bovino y sin VEGF.
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Figura 41 Proliferacion de células HUVEC en presencia y ausencia de los factores de crecimiento. MC: medio de cultivo
completo. M1: medio de cultivo con VEGF pero sin otros factores de crecimiento. M2: medio de cultivo sin VEGF pero
con los demds factores de crecimiento. M3: medio de cultivo sin VEGF y sin los demds factores de crecimiento.
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Una vez establecida la importancia que tiene la presencia de componentes como el suero fetal
bovino y el VEGF, se procedio a evaluar la afectacién de utilizar diferentes concentraciones de VEGF (Tabla
10). Camacho (2007) encontré que para ensayos de proliferacion utilizando VEGF, la dosis efectiva 50
(DEso) era de 5.5 ng/mL, que coincide con la concentracion que sugiere el kit de proliferacién de la ATCC
utilizado. De acuerdo a la Figura 42, utilizar doble concentracion de VEGF o triple no marca una gran
diferencia con respecto a la concentracidn inicial, no obstante, si lo hace en cuestiones econédmicas pues
el VEGF es una citocina costosa y utilizar mas de lo necesario sin diferencias resulta innecesario. Los

experimentos posteriores se realizaron con el medio M1 como consecuencia de lo anterior.

Tabla 10 Evaluacion de diferentes concentraciones de VEGF en el medio de cultivo.

Componente Medio Completo M1 M1A M1B

VEGf . 1x 2x 3x
EGF
FGF
IGF
L-glutamina
Heparina
Hidrocortisona
Suero fetal bovino
Acido ascérbico
Antibidticos

Medio Basal
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Figura 42 Proliferacion de células HUVEC a diferentes concentraciones de VEGF y en ausencia de otros factores de
crecimiento. MC: medio de cultivo completo. M1: con 6 ulL de VEGF. M1A: con 12 ul de VEGF. M1B: con 18 uL de
VEGF. M3: sin VEGF.

3.6 Resultado del ensayo de angiogénesis

Los resultados obtenidos fueron comparados con los controles utilizados, en este caso las células sin
VNAR, células solo con VEGF en el medio de cultivo, y el control positivo dado por la presencia de suramina
(Figura 43). De acuerdo a los resultados obtenidos, fue posible observar un crecimiento considerable en
las células estimuladas por el VEGF. Mismo crecimiento que se vio inhibido por la presencia de suramina

en el control positivo. Aquellas células sin VEGF tuvieron poco crecimiento (Figura 43).
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+VEGF CTRL -VEGF CTRL Suramin CTRL

+VEGF CTRL -VEGF CTRL Suramin CTRL

Figura 43 Inhibicion del crecimiento y formacion de tubos. Imdgenes correspondientes a los controles utilizados.

Las Figuras 44 y 45 corresponden al resultado obtenido después de 240 horas y donde se observa
una evidente inhibicidn del crecimiento de los tubos con los seis VNAR evaluados a una concentracién de
100 pg/mL. Sin embargo, los que presentaron mejor respuesta a menor concentracion (18.75 ug/mL)
fueron P98Y y P98Y-L99K, esto con respecto a la molécula parental (V13). Los datos graficados se
encuentran en la Figura 45, donde se puede observar claramente la tendencia de disminucién del largo de

los tubos vasculares por parte se estas dos mutantes.



V13 PO98Y L99K

100 pg/mL I

75 pg/mL 150 pg/ml

18.75 pg/mL 18.75 pg/mL

18.75 pg/mL I
1.17 pug/mL I

1.17 pg/mL 1.17 pg/mL
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Figura 44 Inhibicion del crecimiento y formacion de tubos. Imdgenes tomadas 240 horas después de haber sido

sembradas.
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1.17 pg/mL I

Figura 45 Inhibicion del crecimiento y formacion de tubos. Imdgenes tomadas 240 horas después de haber sido
sembradas.

1.17 pg/mL

1.17 pg/mL

La formacidén de tubos vasculares se midié alcanzando un incremento promedio de 0.10 mm/mm?2
en células no estimuladas por VEGF y de 4.3 mm/mm? en células estimuladas por VEGF (Figura 46 Ay B).
De igual manera, la presencia de suramina inhibid el crecimiento de los tubos vasculares teniendo un
crecimiento promedio de 0.2 mm/mm?2. Los puntos de ramificacién también fueron medidos bajo las
mismas condiciones, y la presencia de suramina redujo los puntos a un promedio de 0.010 puntos de
ramificacion/mm?2. Asi mismo, la presencia de VEGF eleva la presencia de puntos de ramificacién a 14.2

puntos/mm? (Figura 47).
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Figura 46 Efectos del tratamiento en la longitud de los tubos. Se monitored por 240 horas. Después de 48 horas de
incubacion, se agregaron los VNAR y el VEGF.
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Figura 47 Efectos del compuesto tratamiento en los puntos de ramificacion. Se monitored por 240 horas y los puntos

son el promedio de 3 pozos.



65

A Controls plate 1 B Controls plate 2
800+ 800~
o )
S 600+ S 600+
< <
£ s
400 400
o s
8 3
2 200 2 200-
[~ =
0 v y 0 r ==
3 L & < < &
4(,/0 4,00 & &c & &
3 N & 3 ° &
Ke X%
‘oé‘ ‘oé
D S
C V13 D P98Y
1000+ 1000+
O 8004 O 8004
=2 =2
s 6004 LNy s V[V I e S
< s
2 4004 2 400-
S S
8 2001 8 200
= =
[= [=
0 ICq = 18 pg/mL 04 1cgo= 11 pgmL
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Log [V13] (ng/mL) Log [P98Y] (1g/mL)
L99K P98Y-L99K
1000+ 1000+
O 8004 3 800+
=2 I ! 2
s G004 ARy i [IDEE prres o
< s
2 4004 2 400
8 ]
8 2001 8 200
= =
= -
04 ICs = 26 pg/mL 04 ICsg =11 ug/mL
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Log [L99K] (ng/mL) Log [P98Y-L99K] (ng/mL)
R90A R97A
1000 1000
O 8004 . 5 800+
=2 2
S' 600 L TN s 600
£ s
2 4001 2 4004
K o
& 2004 8 200
) E
04 ICq = 27 ngimL 04 ICqo =32 ng/mL
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Log [R90A] (ug/mL) Log [R97A] (ng/mL)

Figura 48 Efectos del tratamiento en la longitud de los tubos. Se monitored por 240 horas. Después de 48 horas de
incubacion, se agregaron los VNAR y el VEGF.
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Figura 49 Efectos del tratamiento en los puntos de ramificacion. Se monitored por 240 horas. Después de 48 horas de
incubacion, se agregaron los VNAR y el VEGF.
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El andlisis del area bajo la curva correspondientes a las Figuras 48 y 49, dio valores que demuestran

la accion neutralizante del P98Y y el P98Y-L99K sobre el VEGF, al disminuir la concentracion maxima
inhibitoria necesaria para que el VEGF no promueva la formacién de ramificaciones de tubulos vasculares
(Tabla 11). La IC50 (concentracidn inhibitoria media) representa la concentracién de un farmaco que es
requerido para inhibir al 50%. En este caso, los tres VNAR mencionados, son los que menor concentracién

requieren para las condiciones de crear tubos y sus ramificaciones.

Tabla 11 Comparacion de los valores de IC50 de la angiogénesis.

Compuesto IC50 Angiogénesis: IC50 Angiogénesis:
Largo de tubos (ug/mL) Ramificacién (pug/mL)

V13 18 18
Po8Y 9 11
L99K 19 26
P98Y-L99K 9 11
R90A 19 27
R97A 21 33

Es importante mencionar que todos los compuestos analizados resultaron ser efectivos contra el
VEGF, sin embargo, el P98Y y el P98Y-L99K resultaron especialmente efectivos de acuerdo a la

cuantificacion de la IC50.

3.7 Resultado de la evaluacion del efecto de los VNAR in vivo

La evaluacion in vivo de los VNAR se realizd utilizando grupos de ratones que fueron inoculados con
células de cancer de pulmoén, esto con la finalidad de hacer crecer un tumor y evaluar el crecimiento

vascular del mismo.

A partir de las imagenes obtenidas en cada evaluacion, la angiogénesis se cuantificd en el tejido
tumoral midiendo el largo de los vasos sanguineos en formacién en todos los campos bajo microscopia de

fluorescencia. Todos los campos fueron metidos para calcular el total de largo de los vasos sanguineos en
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formacion ND-GFP positivos. La densidad de los vasos fue calculada por el largo total de los vasos

sanguineos divididos por el drea de tumor.

Los vasos sanguineos que expresan ND-GFP, vascularizaron el tumor de pulmén (figura 50). El doble
color observado en las imagenes se expresaron en los vasos sanguineos y en el tumor de pulmdn en
ratones desnudos transgénicos ND-GFP. El tumor de pulmdn que expresa RFP fue vascularizado por vasos
sanguineos que expresan ND-GFP cuando es implantado en el cuerpo del ratén. Como se puede observar
en la imagen, los VNAR presentaron un fuerte efecto inhibitorio en la angiogénesis del tumor ND-GFP,
especialmente porque podria tratarse de un tratamiento en estadios tempranos del tumor y metdastasis.
Estos resultados se reflejaron en la figura 51, donde se normalizaron los datos con respecto al control
(PBS). Queda como evidencia la accién inhibitoria de los VNAR P98Y y P98Y-L99K de la angiogénesis
tumoral, mismo resultados que fue expresado en los experimentos in vitro. No obstante, en este caso L99K
mostré mejores resultados que los vistos in vitro, donde en comparacion con P98Y su eficacia fue menor,

pero muy parecida al VNAR parental.

Con respecto a la comparacidn de resultados con el control (PBS) y el VNAR parental (V13) los
resultados obtenidos no evidencian diferencia alguna entre si, lo que significa que el control (PBS) tuvo un

comportamiento similar al obtenido por el V13.
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Figura 50 Fluorescencia de la angiogénesis tumoral en ratones desnudos transgénicos ND-GFP.
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150+

% Crecimiento vascular

Figura 51 Comparacion porcentual del crecimiento vascular con respecto al control. L99K muestra una reduccion de
casi el 50% del crecimiento vascular con respecto a VNAR parental, sequido del P98Y cuya efectividad se reflejo
también en los experimentos in vitro.
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Capitulo 4 Discusion

4.1 Mutaciones in silico y el sistema de expresion

Los resultados obtenidos de la modelacién in silico se basaron en las energias de interaccion entre
el VNAR vy el VEGF, teniendo como base el complejo IgNAR-AMAL. El objetivo fue mejorar estas energias
cambiando aminodcidos clave para la formacion de puentes de hidrégeno. El Joop de reconocimiento es
la zona del V13 que interacciona con el VEGF y se encuentra comprendida entre los residuos 85-110. El
patrén de interacciones dado en el docking, sefiala interacciones fuertes en el extremo del loop de
reconocimiento y en la base de éste. Por lo anterior, el término “mutante positiva” equivale a una
mutacion favorable desde el punto de vista energético que mejora la estabilidad de la proteina. Y tiene
mayor interaccién con el VEGF. Caso contrario, la “mutante negativa” tendria un efecto negativo sobre la

estabilidad de la proteina, afectando su unién al VEGF.

Cuando se analizé el complejo control IgNAR-AMAL, se encontraron interacciones muy fuertes que
en V13 existian con el VEGF. Por lo tanto, el objetivo fue mimetizar esas interacciones, y de ser posible
mejorarlas para formar nuevos puentes de Hidrégeno. La primera mutante positiva (P98Y), donde el
cambio fue de Prolina a Tirosina en la posicidon 98, produjo la aparicién de un puente de hidrégeno con el
Glutamato 51 del VEGF, y como consecuencia la interaccién entre Arginina 90 del V13 y Leucina 84 del
VEGF se volvié mayor. Cuando la Prolina se cambia por la Tirosina, se esta sustituyendo una estructura
ciclica por una aromatica, que coinciden en hidrofobicidad y en comportamiento estructural, sin embargo,
la tirosina tiene un hidroxilo que pende del anillo y que lo hace débilmente acido, por lo que puede quedar
como parte de la superficie de la proteina y no internalizado como el iminoacido. El -OH presente, abre la
posibilidad de interaccionar como puente de hidrégeno en contacto con el 4cido glutdmico en posicion 51
del VEGF. En el VNAR, la presencia de la Prolina impide que exista un puente de Hidrégeno, pues su

estructura lo limita a interaccionar en la formacién del enlace peptidico.

La segunda mutante positiva (L99K) implicé el cambio de Leucina por Lisina en posicién 99 del V13.
El objetivo fue crear nuevas interacciones que en presencia de la Leucina no existian. Con la Leucina en la
estructura, la falta de interacciones podria haber sido el resultado de su hidrofobicidad. El cambio a Lisina
incluye cierta anfipaticidad proveniente de los metilenos de la cadena lateral y del final de la cadena
lateral, positivamente cargada, para crear fuerzas de van der Waals. La interaccidon que surge de este

cambio involucra a la Glutamina del VEGF en posicion 24.
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La doble mutante propuesta (P98Y-L99K), incorporé ambas mutaciones positivas. Esta no fue
evaluada en el docking, sin embargo, su objetivo es beneficiarse de las ventajas de ambas mutaciones en
una sola molécula. Los experimentos in vitro, demostraron que esta ldgica no resultdé necesariamente
cierta, ya que la presencia de la Tirosina parece ser la razén del éxito de esta doble mutante, igual que fue
visto en la primera mutante positiva (P98Y). Una propuesta seria realizar el docking de esta ultima y ver el

resultado de las energias de interaccién.

Por otro lado, se crearon mutantes negativas con modificaciones capaces de eliminar interacciones
importantes en el reconocimiento del VEGF. La primera mutante negativa se origind con el cambio de
Arginina por Alanina en posicidn 90. Originalmente la interaccién de la Arginina 90 con el acido glutamico
60 proveia de un doble puente de hidrégeno y su mutacidn los elimina. El loop de reconocimiento al tener
la mutacién puede desplazarse hacia fuera del sitio de unidn y el anticuerpo adquiere una forma curva.

Todo esto se observo durante el ensayo de interaccion in silico.

Con base en la estructura quimica de la Arginina, el grupo funcional guanidino, le da posibilidad de
crear dos uniones y en este caso las crea con el acido glutaémico 60 del VEGF, |la carga positiva del primero
unido con la carga negativa del segundo. Estructuralmente hablando, es una relacién perfecta. Sin
embargo, una mutacion en esta regién cambia la forma del anticuerpo. El estudio energético de la
mutacién muestra una pérdida de energia de -40 kcal/mol. Esta misma mutacion también tiene efecto en
otras interacciones y el estudio de interaccién predice que haya una pérdida de unién de la lisina 92 con
el 4cido glutdmico 54, desestabilizando el puente de hidrégeno entre ellos. La Alanina como sustituta de

la estructura tiene posibilidades limitadas, el grupo metilo no admite interacciones con otros aminoacidos.

La segunda mutante negativa (R97A) mantiene el cambio de Arginina por Alanina, pero en posicién
97 y con ella queda establecida la importancia que tiene la interaccién Arginina-Acido glutdmico con la
formaciéon de puentes de Hidrégeno. Es una combinacién perfecta de estabilidad, sin embargo, una
mutacion en posicién 97 no parece afectar de manera global la interaccion entre el VNAR y el VEGF, tanto

como lo hace la mutacidn en posicion 90.

Entender la importancia de los estudios in silico de las moléculas, como un proceso de prediccion,
nos acerca a un resultado que ahorra tiempo, dinero y esfuerzo. Sin embargo, tal como vimos, no siempre
son resultados certeros. Pero la sola reduccién de las posibilidades resulta ya en si ventajosa. La afinidad
de una mutante (P98Y-L99K) no fue medida, pero el procedimiento de reconocimiento in vitro basté para

clasificar como exitosas algunas de las mutantes. De hecho, el ensayo de formacidon de estructuras
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tubulares identificd a todas las mutantes como “exitosas” en comparacion con la molécula parental,

aunque en diferentes grados de éxito.

A pesar de no haber sido considerado un parteaguas en este trabajo, la expresidon de las proteinas
resulté uno de los estancamientos mds importantes. Inicialmente, la expresion del gen parental (VNAR
V13) se realizé en BL21(DE3), utilizando el vector pComb3x. La evaluacidon de la expresidn se realizd
utilizando los extractos tanto peripldsmicos como citopldsmicos, no obstante, fue en esta ultima donde se
encontré mayor cantidad de proteina. Se utilizé la técnica de extraccidén periplasmica para el vector
(pComb3x) que posee la secuencia PelB ayudando al traslado de las proteinas al periplasma. Sin embargo,
el hecho de encontrarla en mayor cantidad en citoplasma, hace inferir que alguna de las condiciones
estaba estresando a la bacteria y la proteina se podria haber estado acumulando en cuerpos de inclusion.
Un promotor lac se induce con IPTG, mismo que resulta poco viable a escalas mayores por los costos
generados, asi como por la toxicidad del inductor. La temperatura dptima de crecimiento de E. coli es 37°C,
sin embargo, existe evidencia de que a temperaturas menores es posible obtener mayor produccion de
proteina. En general, la expresion llevada a cabo por un promotor lac es baja con respecto a otros sistemas.
Uno de los aspectos mas importantes resultado de la expresidn, es la obtencién de proteinas solubles,
bien plegadas y funcionales. Se realizaron pruebas del sistema de expresién a 20°C y no fue posible
observar mejoras en la produccion. Una opcién hubiera sido crecer el cultivo a 37°C y posteriormente

expresar a una temperatura menor, lo que daria probablemente un mejor plegamiento y la disminucion

de la formacién de cuerpos de inclusién. Zielonka (2015) evalué la maduracion de VNAR, mejorando asi su
afinidad, sin embargo, encontrd que la estabilidad térmica se afectaba. Un efecto negativo que también
fue observado en este trabajo, cuya temperatura ideal de mantenimiento fue 4°C, viendo disminuido a

20°C.

El cambio de vector de expresion utilizando pET-28a(+) resulté en un sistema mejorado, donde el
rendimiento fue mas alto, sin embargo, una expresién muy alta es una condicién de estrés para la célula
gue puede resultar en la formacién de cuerpos de inclusién. El analisis de las fracciones soluble e insoluble
demostraron que la mayor cantidad de proteina quedaba retenida como insoluble y para purificarla fue
necesario desnaturalizarla. Este proceso puede resultar en la pérdida de funcionabilidad, debido a que un
mal replegamiento podria dejar al CDR3 fuera de contacto con su epitopo. Es por ello que una vez
purificadas, las proteinas de ambas fases (soluble e insoluble) fueron evaluadas con un ELISA, utilizando
VEGF para verificar su actividad. Los resultados de ambas fases demostraron que la renaturalizacion fue

correcta.
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Si se comparan los rendimientos obtenidos para cada VNAR mutante y el del gen original, es posible
observar que varian ampliamente. De hecho, las mutantes P98Y y P98Y-L99K tienen rendimientos muy por

debajo del original, mas no asi de la L99K.

4.2 Reconocimiento in vitro del VEGF¢5

El éxito de las modificaciones in silico fue demostrado con la neutralizacién del VEGF en ensayos in
vitro. Quedo claro que los VNAR modificados fueron capaces de unirse al VEGF con diferente fuerza. No
se puede hablar de una afinidad en especifico ya que no fue medida, pero indirectamente el ELISA de
reconocimiento ofrece un acercamiento a este resultado. Mejorar la capacidad de neutralizacién
empleando la técnica in silico es una muestra mas de la aplicacién certera que se puede tener con esta
metodologia. Sin embargo, es necesario determinar la afinidad con una técnica mas fina. El objetivo de
este trabajo era mejorar las caracteristicas de unién de la molécula parental (V13) y fue cumplido. Los
ensayos para determinar la inhibicidn de la angiogénesis utilizando las mutantes obtenidas son una clara
muestra de que las mutaciones realizadas en el CDR3 nos permiten el mejoramiento de la capacidad de
neutralizacion del VEGF. Es probable que el hecho de que las mutaciones no tocaran los enlaces disulfuro,
no afectd el movimiento del loop de unién y al contrario, adquirié nuevas caracteristicas de unién con el
VEGF. De acuerdo a la clasificacion de los VNAR, existen alteraciones de estructura relacionadas a la
posiciéon de cisteinas en el CDR3 (Dooley y Flajnik, 2006), pero en este caso sélo existen mutaciones en las
regiones estructurales, asi que la eleccién de diferentes aminoacidos para encontrar nuevas formaciones

fue la estrategia idonea.

De los resultados obtenidos en el ensayo de angiogénesis in vitro, se destaca la confirmacién del
resultado positivo por parte de la mutante P98Y, que mostré inhibir de una forma significativa la formacion

de tubos, esto a pesar de la estimulacion que representd la presencia del VEGF.

Los VNAR son estructuras muy independientes del ambiente en el que residen las células HUVEC.
Los VNAR son el resultado evolutivo de las mas duras condiciones ambientales que puede sufrir un
anticuerpo. Por ello, sus caracteristicas de resistencia son objeto de muchas investigaciones (Griffiths et
al., 2013). Zielonka (2015) evalud la estabilidad térmica de varios VNAR y encontré que presentaron Tm
arriba de 75°C, lo que indica una resistencia muy buena a altas temperaturas. Sin embargo, esta estabilidad

se ve mermada cuando existen cambios estructurales (en residuos) que aumentan la afinidad por su
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molécula blanco. Bajo esta misma premisa, lo observado tanto con las mutantes positivas como negativas,
es que el almacenamiento a 4°C en un periodo largo, resulta en la aparicidon de bandas de menor peso
molecular, que podria indicar la fragmentacién de la molécula. Como cualquier anticuerpo convencional,
las temperaturas -20°C y -80°C no resultan idoneas para mantener a los VNAR (anexo Il). Es indispensable
realizar pruebas a temperaturas mayores, para conocer la Tm de cada una de las mutantes y asi completar

el perfil térmico de las moléculas.

A nivel celular, coincide el efecto que tiene la mutante P98Y tanto en el ELISA de reconocimiento
como en la inhibicién de la angiogénesis. El efecto difiere con la doble mutante P98Y-L99K, cuyo efecto

solo se logroé observar en las células HUVEC.

4.3 Evaluacion in vivo de la neutralizacion del VEGF¢5

El cambio de evaluacién de un ente con potencial farmacéutico resulta muchas veces en resultados
totalmente diferentes. En el caso de los anticuerpos convencionales, es posible observar que su eficacia
se ve limitada por su tamafo y complejidad estructural. Sin embargo, el descubrimiento de los VNAR
resuelve en gran medida este problema. Tedéricamente un anticuerpo de mayor tamafio limita su
movilidad, haciendo que su vida media en sangre sea mayor. La capacidad neutralizante de los VNAR
obtenidos por modificaciones in silico fue exitosa tanto en el reconocimiento como en el bloqueo del
crecimiento de vasos sanguineos in vitro. La tendencia de estos resultados es similar a los obtenidos en
experimentos in vivo. La diferencia la presentd L99K, cuyos resultados in vivo sobresalen por encima de
P98Y. Una de las causas probables de esos resultados podria estar relacionado con diferentes estadios
inmunoquimicos de la molécula blanco (VEGF) cuando se encuentra en un sistema vivo. Un mismo
anticuerpo puede funcionar o no dependiendo de los procesos que pueda recibir su molécula blanco. Un
ejemplo de diferencia de comportamientos es el encontrado por Spiridon et al., (2004) quienes realizaron
una comparacion de la actividad entre IgGs y fragmentos Fab in vitro e in vivo, encontrando que in vitro
tenian efectos antiproliferativos muy similares, mientras que in vivo los IgGs tenian mejor actividad
antitumoral que los Fab que necesitaban dosis de hasta 5 veces para compensar su tiempo de vida corto.
Esta misma diferencia se pudo observar en esta tesis, destacando que L99K fue mejor que P98Y, cuyos
resultados fueron muy exitosos en procedimientos in vitro. Cuando las variables aumentan, el
comportamiento de los VNAR puede ser distinto. La presencia de enzimas, proteinas sanguineas, pH y

otras moléculas de la sangre, es un ambiente que puede tener gran influencia en las propiedades
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fisicoquimicas de los anticuerpos (Correia, 2010). Horton et al., (2008) encontraron que los anticuerpos
monoclonales que evaluaron perdian efectividad in vivo, ya que se habilitaban funciones efectoras que les
evitaba llegar a su molécula blanco y terminaban no inhibiendo la tumoracién. Ya que se trata de un
dominio sencillo, los VNAR no se relacionan con funciones efectoras dentro de los organismos, centrando

su accién en su molécula blanco.

Como proyeccidn a los experimentos que pudieran realizarse, seria la obtencién de la afinidad de
cada mutante para poder compararla con farmacos antiangiogénicos (anticuerpos monoclonales)

comerciales.
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Capitulo 5 Conclusiones

1. Se generaron in silico cinco estructuras mutantes derivadas de V13, todas con la capacidad de

neutralizar in vitro en mayor o menor medida, al VEGF.

2. Tanto la mutante P98Y como P98Y-L99K tuvieron un reconocimiento superior a V13 por el VEGF,
indicando que la mutacién importante es el cambio de la prolina por tirosina, ya que la mutacién

L99K no presentd mejor actividad in vitro que la parental V13.

3. Laaccion de L99K para inhibir la formacidn de vasos sanguineos durante la angiogénesis in vivo,
demuestra que es muy superior a la molécula parental (V13), mientras que P98Y y P98Y-L99K
tuvieron el efecto necesario para que los resultados in silico se comprobaran, y fueran las

mutaciones positivas mejores para neutralizar al VEGF que el V13.
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Anexos

Modelacion de la mutacidn dirigida del gen V13

El andlisis de la union del VNAR V13 con el VEGF1¢s para la generacion de mutantes se evalud con
base en las interacciones entre las cadenas del complejo IgNAR y AMAL. La Figura 51 representa laimagen

del complejo con sus principales interacciones.

\

Figura 52 Imagen tridimensional de los principales residuos en la interaccion del complejo AMA1-IgNAR.

En cuanto a la estabilidad estructural del VEGF, se hicieron simulaciones de superposicién

estructural inicial y final del VEGF (Figura 52).
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Figura 53 Superposicion de la estructura inicial (gris) y final de la dindmica (cian) de VEGF.

De acuerdo a la estabilidad energética de los modelos durante la simulaciéon y de los cambios
estructurales que sufre, se agruparon las conformaciones que V13 optimizado toma durante la simulacion

para elegir la que sea mas conveniente para realizar el docking con el VEGF. Las conformaciones obtenidas

se muestran en la tabla 12.

Tabla 12 Conformaciones tomadas por VNAR V13 a lo largo de la simulacion.

Conformacién Numero de Tiempo de
estructuras existencia (ns)
.‘r~ J 3
T N S
o T % 158 3,2
NN ‘\‘\_-‘
¢ 7
. R 1821 36,3
@‘3\ { 8
. e S
X R 203 4,0
S3
f’)"u\ ~
S /D
4 3 2074 a14
U\
SORL
= 756 15,1

La diferencia entre las cinco posibles conformaciones de la tabla 12 es la forma del /loop de

reconocimiento, empezando la dindmica con estructuras que tienen el loop replegado sobre el resto de la
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proteina (conformaciones 1y 2) a estructuras con el loop estirado y expuesto al solvente (conformaciones

3,4y 5) que son las que interesan al momento de hacer el docking.

Se eligid la conformacién 4 por tener el loop de reconocimiento bastante estirado, ademas de ser el

estado conformacional mas representado y el que mas tiempo esta estable.

Para el docking proteina-proteina VNAR V13-VEGF, se estudiaron cuatro posibles modelos de
interaccion y se analizaron sus energias dindmicas moleculares. Partiendo de las estructuras originales del
VEGF y del V13, se escogieron los resultados que tenian zonas de unidén y orientacidén éptimas. Se aislaron
cuatro modos de unién entre VEGF y V13, las cuales abarcan las principales orientaciones. De los cuatro

modelos se realizé la dindmica molecular como base de estudio de su estabilidad estructural y energética.

Figura 54 Modelo 1 del complejo VEGF (cadenas en verde) con VNAR V13 (cadena en magenta).

Figura 55 Modelo 2 del complejo VEGF (cadenas en verde) con VNAR V13 (cadena en magenta).
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Figura 56 Modelo 3 del complejo VEGF (cadenas en verde) con VNAR V13 (cadena en magenta).

Figura 57 Modelo 4 del complejo VEGF (cadenas en verde) con VNAR V13 (cadena en magenta).

En el modelo 1 (Figura 53) se encontraron con cinco interacciones muy fuertes de tipo puente de
hidrogeno y puente salino en el extremo del loop de reconocimiento (V13-Arg97 con VEGF(B)-Glu51 y
VEGF(A)-Asp21) y en la base y zona media de este estabilizando la unién (V13-Arg90 con VEGF(B)-Glu60,
V13-Arg91 con VEGF(B)-Glu25 y V13-Lys92 con VEGF(B)-Glu54).

En el modelo 2 (Figura 54) las interacciones no son tan fuertes como en el modelo 1, pero se reparten
mas por todo V13. Observamos interacciones en la base del loop de reconocimiento (residuos Arg91 y
Met106, Gly107, Tyr108 y Ser111) y en las [dminas [ anteriores a él (residuos Phe32, Asp112). En el modelo
3 (Figura 55) se volvid a encontrar el mismo patrdn de interacciones que en el modelo 1: interacciones
fuertes en el extremo del loop de reconocimiento (V13-Arg97 con VEGF(A)-Glu54 y V13-Asn101 con
VEGF(A)-Lys94) y en la base de este estabilizando la unién (V13- Arg90 con VEGF(A)-Glu60, V13-Arg91 con
VEGF(A)-Glu25, V13-Lys92 con VEGF(A)-Glu54 y VEGF(A)-Cys55 y V13-Tyr108 con VEGF(A)-Glu25). Por
ultimo, en el modelo 4 (Figura 56) se repiten las interacciones del modelo 1 y del modelo 3 pero mucho

mas débiles.
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Se eligié el modelo 3 como modo de unién entre VEGF y V13 ya que posee buena estabilidad
estructural, no hay grandes fluctuaciones en la zona de unidn entre ambas proteinas, y la dindamica esta
en equilibrio en cuanto a valores de RMSD se refiere y es la que presenta un mejor valor de energia total
al final de la dindmica. Ademas, es el modelo que mejor patrén de interacciones tiene. Con base en esta
informacién y observando la estructura de los modelos, se propusieron cuatro mutaciones agrupadas en
dos tipos: positivas y negativas (Tabla 13). Las positivas buscan aumentar la afinidad (disminuir la energia
de interaccidn) entre VEGF y V13, mientras que las negativas buscan disminuir la afinidad (aumentar la
energia de interaccion). Estas Ultimas tienen como objetivo la validacion del modelo propuesto, ya que de
confirmarse experimentalmente la pérdida de funcionalidad del anticuerpo se reforzaria la idea de que el

modelo de unidn predicho es el correcto.

Tabla 13 Resumen de las mutantes propuestas para se evaluadas.

Cambio de: Por: Estructura

Mutante 1 Prolina 98 Tirosina 98
Positivas

Mutante 2 Leucina 99 Lisina 99

Mutante 3 Arginina 90 Alanina 90
Negativas

Mutante 4 Arginina 97 Alanina 97

Mutante 5 Mutaciones positivas juntas
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Material

Cepas bacterianas, lineas celulares

= ER2738 [F'proA+B+ laclq A(lacZ)M15 zzf::Tn10 (tetr)] fhuA2 gInVA(lac-proAB) thi-1A(hsdS-mcrB)5

= NEB Express : fhuA2 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr-73::miniTn10--Tet®)2 [decm] R(zgb-210::Tn10--
Tet®) endA1 A(mcrC-mrr)114::1S10

= BL21 (DE3) : fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS; A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

e HUVEC (Human umbilical vein endotelial cells): ATCC® PCS-100-010™

e Essen BioScience CellPlayer Angiogenesis PrimeKit

Plasmidos

Para llevar a cabo la expresién de las proteinas correspondientes, se utilizdé el vector pComb3x
(Figura 57). El vector pComb3x es un vector fagémido que es utilizados para la expresidn, deteccién y
purificacion de proteinas solubles después del despliegue de fagos. Consta de 3451 bases, conteniendo el
promotor LacZ, codifica para la etiqueta de hemaglutinina de la influenza HA, la etiqueta de histidinas,

codon de paro y resistencia a ampicilina (Barbas et al., 2001).
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pComb3X

Figura 58 Vector pComb3x.

http://www.creative-biogene.com/pComb3X-vector-VPT4012-1232908-
74.html

Para la produccién a gran escala, se utilizé el vector pER-28a(+) de Novagen con 5369 bases y

promotor T7 con resistencia a kanamicina (Figura 58).

Xho {158y
Not Ij1e8)
Eag Ir1e8)
Hind llig17sy
1 1179y
Sac lg190)
EcoR lj12)
BamH l(1ee)
Nhe 231y
Nde l238)
Nco l{ze8)
Xba 1(335)
Bagl lia01)

Bpu1102 (s0)

Pvu li4428)
Sgf I(4426)

Sma l4300) Miu I{1123)

Bel If1137)
Cla 4117}
Nru 14083} BStE 11{1204)
pET—28a(+) Apa l{1234)
(5363bp)
BssH 11(1534)
EcoS7 {3772} EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)

AlwN 1(2640)

BssS 1(33e7)

BspLU11 I(2224)
Sap l(2108)

Bst1107 1(2005)

Tth111 I(2089)

Figura 59 Mapa de expresion del vector pET-28a(+).
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Enzimas, marcadores de ADN y proteinas

DNA Ladder 100 pb y 1kb (Promega)
e Sfil HC (Promega)

e T4 Ligasa (Promega)

e BamHI

e VEGF165 (Peprotech)

Oligonucleoétidos

Oligonucleétido Secuencia

For-VEGF130pt7Sfil GGCGGGGCCCAGGCGGCCATGGCAGCAAGCCTGGATCAAACCCCG

Rev- VEGF130pt7Sfil GTGGAGCAGGCCGGCCTGGCCTTGACCCGCTTGGCCGTTCACCGTCAGCAC
Omseq AAGACAGCTATCGCGATTGCAG

gback GCCCCCTTATTAGCGTTTGCCATC

Soluciones, buffers y medios de cultivo

= Buffer de lisis: Tris-HCI 20mM, EDTA 2mM, NaCl 150mM.

= Buffer PBS: NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na;HPO4 12 mM, KH,P0O4 1.2 mM, pH 7.4.
= Buffer TBE 5X: Tris-HCI (60.5 g), acido bdrico (31 g), Na,EDTA*2H,0 (3.7 g)

= Buffer TBST: Tris-base 20 mM, NaCl 150 mM, Tween®20 0.1%, pH 7.6.

= dNTP’s 2.5 mM: Poner 10 uL de cada dNTP 100 mM en 360 uL de agua estéril.

=  Endothelial Cell Growth KitVEGF (ATCC® PCS$100041™)

= Glucosa 1M esterilizada por filtracion.

= Medio LB para placas: Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 11 g de agar

en un litro de agua destilada. Ajustar pH a 7 con NaOH. Esterilizar.
= Medio LB: Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl en 1 litro de agua

destilada en un litro de agua destilada. Ajustar pH a 7 con NaOH. Esterilizar.
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Medio SB: Disolver 32 g de triptona, 20 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl en un litro de agua
destilada. Ajustar pH a 7 con NaOH.
Medio SOB: A 950 mL de agua desionizada, se adicionan 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,
0.5 g de NaCl y 186 mg de KCI. Ajustar pH a 7 con NaOH. Esterilizar. Ya frio, adicionar 10 mL de MgCI2
1M.
Medio SOC: Adicionar 1 mL de glucosa 1M estéril a 50 mL de medio SOB.

Stock de carbenicilina: Disolver la cantidad de antibidtico necesaria para tener una concentracion final

de 100 mg/mL en agua destilada. Filtrar para esterilizar.

Stock de tetraciclina: Disolver la cantidad de antibidtico necesaria para tener una concentracidn final

de 20 mg/mL en etanol. Almacenar a -20°C en la oscuridad.



