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Obtencién de abzimas de tiburén con actividad corismato mutasa

Resumen aprobadg por:

    Dr. Alexei Fedérovish Licea Navarro r. Joel Osuna Quintero

Co-Director de Tesis Co-Directorde Tesis

En 1986 Schultz y Lerner demostraron que es posible la generacion de anticuerpos con

actividad catalitica. Debido a la actividad catalitica de estos anticuerpos se les denomina
abzimas.

Lostiburones son los organismos mas primitivos que poseen anticuerpos comoparte de su

sistema inmune, entre los que destacan las IgNAR. Las IgNAR poseenla particularidad de
unirse al antigeno a través de solamente un dominio variable (VNAR). El vNAResestable,
soluble y presenta un CDR3largoy variable.

Por otro lado, la corismato mutasa es una enzima esencial para la produccién de los
aminoacidos aromaticos y solamente se encuentra en bacterias, algas, hongos y plantas. Se
ha exploradola actividad corismato mutasa de anticuerpos, pero nose ha logrado superar la
actividad de las enzimasnaturales.

Debido a las ventajas de usar anticuerpos de tiburén vNAR y apoyados enlos estudios

previos de abzimas con actividad corismato mutasa, analizamos la actividad corismato
mutasa de fragmentos vNAR de una biblioteca no inmune del tibur6n Heferodontus
francisci.

Logramosaislarde la biblioteca de tiburén, 92 clonas con el inserto de VNAR. Dosclonas
son capaces de reconoceral antigeno y demostraronactividad catalitica in vitro.
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Abstract of the thesis presented by Haydée Patricia Lara Castillejos as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree with Orientation in Marine

Biotechnology. Ensenada, Baja California, March, 2009.

Obtaining abzymes from shark with chorismate mutase activity

In 1986, Schultz and Lerner demonstrated that it is possible the generation of antibodies
with catalytic activity. Due to the enzymatic activity of these antibodies, they have been

named abzymes.

Sharks are the most primitive organisms that exhibit antibodies in their immune system,

among them IgNAR. IgNARare remarkably because they join the antigen through a single
variable domain (VNAR). The vNAR,is stable, soluble and it shows a long and variable

CDR3.

Onthe other hand, chorismate mutase is an enzyme essential for the production of aromatic

amino acids and it is present only in bacteria, algae, fungi and plants. The activity
chorismate mutase of antibodies has been explored, but it has been impossible to overcome
the activity of natural enzymes.

Due the advantages of using vNAR antibodies from shark and supported with previous

studies on abzymes with chorismate mutase activity, we analyzed the chorismate mutase
activity of vNAR fragments from a non-immune library from the shark Heterodontus

francisci.

We managedto isolate 92 clones with the vNARinsert from the shark library. Two clones
are able of recognizing the antigen and they showcatalytic activity in vitro.

Key Words: Abzyme, chorismate mutase, IgNAR.
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I. INTRODUCCION.

Los anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig), son moléculas del sistema inmunoldégico que

permiten el reconocimiento del antigeno y su destruccion (0 la destruccién del portador de

este antigeno, por ejemplo si fuera una bacteria). La habilidad de los anticuerpos para

complementaral antigeno ha sido explotada exitosamente para producir anticuerpos con

actividades cataliticas especificas o dirigidas (Leong et al., 2007). Debido la actividad

enzimatica de estos anticuerpos, se sugirié el término “abzima” (Tramontanoef al., 1968),

ya que frecuentemente se abrevia la palabra anticuerpo como “Ab”y, debido a la funcién

enzimatica de estos anticuerpos se agregé “zima”.

Lostiburones son los organismos mas primitivos que poseen anticuerpos comoparte de su

sistema inmune, entre los que destacan las IgNAR (New Antigen Receptor) (Rouxef al.,

1998). Las IgNAR poseenla particularidad de que se pueden uniral antigeno a través de

solamente una regidn variable (Roux ef al., 1998) mientras que los anticuerpos

convencionales se unen a través de una cadena variable ligera y una variable pesada

(Chothia ef al., 1989). Las IgNARse han encontrado en diversas especies de tiburones (Liu

et al., 2007; Nuttall et al., 2001; Magnien, 2003), entre ellos Heterodontus francisci o

“tiburon cornudo”, cuya distribucién abarca los mares bajacalifornianos. H. francisci es

una especie pequefia (97-120 cm los adultos) y de facil captura, por lo quese ha elegido en

nuestro grupo de trabajo para crear bibliotecas de fragmentos de anticuerpos vVNAR.

La produccién y seleccién de anticuerpos puede llevarse a cabo mediante varias

tecnologias. Una de las tecnologias mas cominmente usadas para los anticuerpos

recombinantes es el despliegue en fagos. Esta estrategia permite seleccionar fragmentos

recombinantes de anticuerpos con propiedades de unién especificas para un amplio rango

de moléculas como proteinas, glicoproteinas, oligosacaridos, acidos nucleicos, toxinas o

compuestos de bajo peso molecular (haptenos) (Brichta ef al., 2005).

 



Estas ventajas de los fragmentos de anticuerpos vNAR,asi comolas ventajas de la técnica

de despliegue en fagos han sido explotadas para seleccionar anticuerpos contra una gran

variedad de antigenos. Sin embargo, aunque la estrategia de despliegue en fagossi ha sido

usada para la obtencién de abzimas, no se ha explorado la capacidad catalitica de los

fragmentos vVNAR.

La corismato mutasa es una enzimaesencial en la sintesis de los aminodcidos aromaticos y

solamente se encuentra en bacterias, algas, hongos y plantas (Sasso ef al., 2004). La

actividad corismato mutasa se ha explorado ampliamente en la obtencién de abzimas

(Hilvert et al., 1988: Bowdishef al., 1991), aunque con resultados deficientes, ya que no se

han encontrado abzimas conactividad catalitica similar a la de las enzimassilvestres.

En este estudio, analizamos la actividad corismato mutasa de los fragmentos vNAR y la

utilidad del uso de bibliotecas del tiburon H. francisci en la seleccién de abzimas con esta

actividad.

I. 1. Anticuerposcataliticos.

Uncatalizador es una sustancia que acelera una reaccién pero no experimenta un cambio

quimico neto. El catalizador disminuye la energia de activacién de la reaccién proveyendo

unaruta alternativa que permite que sucedan los pasos lentos de la reaccién (Atkins y de

Paula, 2002).

Uncatalizador homogéneo, es aquel que se encuentra en la misma fase que la mezclade la

reaccion. Las enzimas son catalizadores biologicos homogéneos. Estos compuestos ubicuos

son acidos nucleicos o proteinas especiales que contienen un sitio activo, el cual es

responsable en la union al sustrato, los reactantes, y en su procesamiento a productos. Para

cualquier catalizador, el sitio activo regresa a su estado original después de que los

 



productos son liberados. La estructura del sitio activo es especifica para la reaccién que

cataliza (Atkins y de Paula, 2002).

Todaslas transformaciones quimicas pasan por unaestructura inestable denominada estado

de transici6n, el cual se encuentra entre las estructuras quimicas de los sustratos y las de los

productos (Schramm, 1998) (figura 1).
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Figura 1. Progreso de una reaccién quimica. Los reactantes interacttian y pasan por un
estado de transicién en el cual los enlaces de los reactantes se rompen y se forman enlaces
nuevos. Los productos son los que poseen estos nuevos enlaces, los cuales tienen menos
energia libre que los reactantes (Copyright © de Pearson Education,Inc.).

El TSA (por sus siglas en inglés TSA, Transition State Analog) es una molécula estable

que mimetiza a los estados transitorios que limitan a la reaccién o intermediarios de la

transformacién quimica. La mayoria de las abzimas fueron creadas por inmunizacién con

un andlogo del estado de transicién (Leong efal., 2007).  



La teoria del estado de transicion explica que el aumento enel indice catalitico se debe mas

a la afinidad de la enzima por el estado de transicién que a la afinidad porel sustrato

(Pauling, 1948). Sin embargo, Jencks (1969) predijo que los anticuerpos dirigidos contra

un TSA podian contribuir a la estabilizacion del estado de transicién y, por lo tanto, a la

catalisis de la reaccién correspondiente. Asi es como ahora encontramos que el método

estandar para prepararanticuerposcataliticos involucra la inmunizacion de animales con un

TSA para la reaccién de interés. Aunque a través de este método se han reportado

anticuerposcataliticos con eficiencia similara la de las enzimas naturales, generalmente, ha

sido dificil encontrar catalizadores altamente efectivos (Baca ef al., 1997). Debido a la

ineficiencia de las abzimas encontradas hasta ahora, muchos de los esfuerzos se han

centrado en la alteracién de la especificidad natural de las enzimas mediante

modificaciones quimicas, mutacién dirigida 0 selecciones genéticas (Shokat y Schultz,

1990).

Varios estudios han demostrado que dentro de una serie de anticuerpos relacionados o

mutantes enzimaticos, la eficiencia catalitica usualmente se incrementa como una funcién

del incremento de afinidad por un analogo del estado de transicién (Baca ef al., 1997). Sin

embargo, puede habervariantes obtenidas por evoluciéndirigida conaltas afinidadesporel

TSA pero menoractividad catalitica que el anticuerpo parental (Arkin y Wells, 1998). Una

de las explicaciones es que el TSA no mimetiza correctamente al estado de transicién (Fujii

et al., 1998), pero existen otras razones que contribuyen a la catdlisis ademas de la

estabilizacién del estado de transicién, tales como la catdlisis nucleofilica o la catdlisis

general basica. En estos casos, la evolucién dirigida de las abzimas usando TSAs no

implica que se seleccionaran las variantes que posean mayor eficiencia catalitica

(Takahashi-Ando,ef al., 2004).

I, 2. Anticuerpos de tiburén.

Los peces cartilaginosos, filogenéticamente son los primeros organismos que presentan

receptores antigénicos: al menos tres tipos de inmunoglobulinas (Ig), cuatro isotipos de

 



receptores de células T (TCR,por sus siglas en inglés, 7 cell receptor) y las IgNAR (del

inglés, new antigen receptor), las cuales pueden considerarse un intermediario evolutivo de

los dos primeros (Roux ef al., 1998). Se han identificado tres isotipos de anticuerpos

IgNAR,los cuales varian en cuanto al nimero y configuracion de los residuos de cisteina

(Roux ef al., 1998; Rumfelt e¢ al., 2002). Sin importarel tipo, todas las IgNAR presentan

pocavariabilidad en el CDR1 y CDR2 y concentranla diversidad en el CDR3 (Rouxet al.,

1998). En las IgNAR, el CDR3 puede tener de 5 a 23 residuos de longitud, aunque

normalmente presenta de 15 a 17 residuos (Nuttal e¢ al., 2003).
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Figura 2. Representacién esquematica de la estructura de los anticuerpos IgG e IgNAR.A)
Las IgG estan generalmente compuestas por dos cadenas pesadas (H, en azul) y dos
cadenasligeras (L, en amarillo), la region variables la componen dos dominios Ig, uno de
la cadena pesada Vu, y uno de la cadena ligera Vi. B) Los anticuerpos IgNARtienen
solamente dos cadenas pesadas (H), cada una con 5 dominios constantes Cy y un dominio
variable Vy, el cual no se dimeriza (Stanfield et al., 2004).  



Las IgNARde los tiburones son dimeros unidos por enlaces disulfuro. Cada dimero esta

compuesto por dos cadenas proteicas, cada una de las cuales contiene un dominio variable

y 5 dominios constantes (Greenberg ef al., 1995) (Figura 2B). Las IgNAR sonbivalentes y

se unen al antigeno a través de un solo dominio variable de inmunoglobulina (~13 kDa)

(Roux ef al., 1998). En contraste, los anticuerpos convencionales se unena través de una

cadena variable ligera (V) y una variable pesada (Vy) (~26 kDa) (Figura 2A) cada una de

las cuales hace contacto con el antigeno hasta con seis CDRs (Chothiaef al., 1989).

Los dominios variables de los anticuerpos tipo NAR, despliegan asas de superficies muy

amplias, frecuentemente maslargas que las de los anticuerpos convencionales de ratones y

humanos (Figura 3), y estas son capaces de penetrar cavidades en los antigenos (por

ejemplo sitios activos de las enzimas) (Holliger y Hudson, 2005). Ademas, los IgNAR

codifican un CDR3 inusualmente largo, complejo y que exhibe un alto grado de

variabilidad (Streltsov et al., 2005). A diferencia de los dominios Vy de raton, los dominios

vNAR, son generalmente solubles y su produccién in vitro es estable (Holliger y Hudson,

2005).

 



 

Figura 3. Estructuras superpuestas de vNAR tipo 2 (rojo, PDB: 12Y-2), Va de TCR

humano(azul, PDB: 1A07), Vu (verde) y Vi (amarillo) de humano (PDB: 11GM) y Vy de
camello (azul claro, PDB: 1MEL) (Holliger y Hudson, 2005).

I. 3. El método de despliegue en fagos.

La produccién y seleccién de anticuerpos puede llevarse a cabo mediante varias

tecnologias. Una de las tecnologias mas comtinmente usadas esel despliegue en fagos. Esta

estrategia permite seleccionar fragmentos recombinantes de anticuerpos con propiedades

de union especificas para un amplio rango de moléculas como proteinas, glicoproteinas,

oligosacaridos, acidos nucleicos, toxinas 0 compuestos de bajo peso molecular (haptenos)

(Brichta etal., 2005).

 



EI despliegue en fagos, descrito por vez primera por George P. Smith en 1985,se refiere al

despliegue de péptidos foraneos funcionales, proteinas o fragmentos de anticuerpos, sobre

la superficie de un bacteridfago. El despliegue se lleva a cabo mediante la fusion del ADN

codificante de la proteina de interés en la regién del genomacodificante de alguna protefna

de superficie del fago (Figura 4).
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Figura 4. Despliegue de un fragmento de anticuerpo tipo Fab en la proteina glII de la
superficie del fago (modificada de http://www.ab-direct.com/custom/hucal_technology-
368.html .

El despliegue de los anticuerpos en la superficie del fago, permite la seleccién de afinidad

por el antigeno in vitro. La seleccién se lleva a cabo exponiendola biblioteca de fagos a

moléculas de antigeno inmobilizadas (Figura 5). Las particulas del fago que se unen al

antigeno después se eluyen y se amplifican infectando bacterias y se usan en rondas de

seleccién subsecuentes. Tras la ronda final de seleccién, las particulas de fago vuelven a

amplificarse en bacterias y se usan para caracterizar a la poblacién seleccionada (Brichta et

al., 2005).
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Figura 5. Esquema del método de seleccién de fagos mediante rondas subsecuentes de
unién, elucién y reamplificacién (Modificada de http://www.molgen.mpg.de/~in-
vitro/technology.html).

Actualmente, se utilizan diferentes tipos de bibliotecas de fagos para la seleccién de

anticuerpos recombinantes especificos: una biblioteca especifica obtenida de animales

inmunizados, o una biblioteca general creada sin especificidad contra un analito en

particular. Mas atin, puede construirse una biblioteca mutante secundaria a partir de

secuencias de ADN mutadasal azar de una linea de hibridoma monoclonal o de una sola

clona del fago, y deella pueden seleccionarse anticuerpos de mayorafinidad (Brichtaeg al.,

2005).  
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Ademias, este método provee una nueva ruta para la maduraciénde la afinidad in vitro. En

la naturaleza, las enzimas evolucionaron porun proceso de mutacién y seleccién basado en

la eficiencia catalitica. Un proceso similar, denominado maduracién de la afinidad, es

usadoporel sistema inmune para incrementarla afinidad de los anticuerpos. El despliegue

en fagos ha sido usado para la seleccién de regiones variables de los anticuerpos, ya que

mimetiza este proceso de maduracion dela afinidad (Fujii ef al., 1998).

I. 4. La corismato mutasaen la ruta del shikimato.

La ruta intracelular del shikimato es esencial en bacterias, hongos, algas y plantas para la

sintesis de los compuestos aromaticos y no se presenta en los mamiferos (Sasso ef al.,

2004). El shikimato es convertido a corismato en tres pasos, que incluyen la adicion de tres

carbonos provenientes de una molécula de fosfoenolpiruvato. A partir del corismato, se

derivan dos ramificaciones, una de las cuales producira triptofano y la otra fenilalanina y

tirosina (Lehninger, 2000) (Figura 6). La conversién del corismato en los productos

aromaticos subsecuentes esta controlada por la actividad de varias enzimas. Una de estas

enzimas es la corismato mutasa (CM; EC 5.4.99.5), la cual cataliza el rearreglo de Claisen

de corismato a prefenato con un indice catalitico de 2x10° (Andrews, ef al., 1973). El

prefenato es precursor de la fenilalanina y la tirosina. La importancia biolégica de esta

conversién y el valor sintético del rearreglo de Claisen ha conducido a extensas

investigaciones experimentales y tedricas (Guo y Cui, 2001). Ahora se encuentran

disponibles las estructuras cristalograficas de varias CMs acopladas con un TSA inhibidor:

Bacillus subtilis (Chook,et al., 1994), Escherichia coli (Lee, et al., 1995) y Saccharomyces

cerevisiae (Strater, ef al., 1997); asi comola estructura de un anticuerpo catalitico menos

activo que estas: 1F7 (Haynes, ef al., 1994).
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Figura 6. Conversién de shikimato a corismato y las rutas subsecuentes para producir
aminodcidos aromaticos, menaquinonasy siderdforos (Sasso ef al., 2004).

Las estructuras de las CMses variable dependiendo del organismo. La CM de E. coli

(Figura 7) es un homodimero, donde cada subunidad esta compuesta de tres a-hélices,

pertenece a la familia AroQ y es bifuncional (AroQp, corismato mutasa-prefenato

deshidratasa) (Sasso. ef al., 2004). Su tipo de plegamiento,al igual que el de S. cerevisiae,

se denomina “plegamiento corismato mutasatipo II” (Murzin, 1995).
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Figura 7. Estructuras cristalograficas de CM de £. coli (PDB: lecm) y de levadura (PDB:
2csm) superpuestas mediante Swiss-PDB viewer (Guex, 1997).

Por otro lado, la CM de B. subtilis (Figura 8) es una proteina trimérica alfa-beta y tipo

AroH (Chook,ef al., 1994) y su estructura se clasifica bajo el “plegamiento corismato

mutasatipo Bacillus”.

 

Figura 8. Mondémero de la CM de B. subtilis (PDB: 1com).  
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Il. ANTECEDENTES.

Los primeros reportes de anticuerpos cataliticos datan de 1986, en dos trabajos

independientes de los laboratorios de Schultz y Lerner, respectivamente. En el primero,

Pollack, et al. (1986), reportan a la inmunoglobulina MOPC167, la cual se une al TSA p-

nitrofenilfosforilcolina con elevada afinidad y cataliza la hidrdlisis del carbonato

correspondiente. En el otro trabajo, Tramontanoef al. (1986) lograron obtener anticuerpos

monoclonales estereoliticos y demostraron asi, que los anticuerpos dirigidos contra un

hapteno disefiado, pueden estabilizar al estado de transicién y porlo tanto, funcionar como

una enzima.

En lo que respecta a la actividad corismato mutasa, ya se han preparado anticuerpos

monoclonales contra un estado de transicién andlogo e inhibidor de esta enzima. Hilvert ef

al. (1988) encontraron una abzimaque cataliza la reaccién de corismato a prefenato con un

indice de aceleracién de mas de dos érdenes de magnitud comparados con la reaccién no

catalizada, y le denominaron 1F7. Lo anterior demostré la utilidad de los inmunédgenos

disefiados para generar anticuerpos que catalizan determinadas reacciones. En

experimentos posteriores, se modificé y clondé el ADN¢ede la abzima 1F7 enotro vector de

expresi6n para transformarlo y expresarlo en Saccharomyces cerevisiae. De este

experimento se obtuvo la abzima 1F7 Fab, que cataliza la reaccién de la corismato mutasa

con la misma especificidad que el anticuerpo que fue aislado de un hibridoma porHilvert

en 1988. Este sistema de expresion senté las bases para la aplicacion de la genética clasica

y “reversa” en el estudio y mejoramiento de esta abzima (Bowdish ef al., 1991).

Las abzimas obtenidas por Pollack, ef al. (1986), Tramontano ef al. (1986), Hilvert et al.

(1988) y Bowdish ef al.,(1991) fueron aisladas de hibridomas, sin embargo el método de

despliegue en fagos esotra alternativa para obtener anticuerpos monoclonales y también ha

sido usado para crear bibliotecas en las que se realiza la busqueda de abzimas y se ha

demostrado que es un medio eficiente y conveniente (Leong ef al., 2007).
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Los resultados de Baca ef al. (1997) indican que el método de despliegue en fagos puede

ser usado para seleccionar los variantes con mayor afinidad por el TSA. El y sus

colaboradores humanizaron un anticuerpo catalitico murino denominado 17E8. Este

anticuerpo cataliza la hidrélisis de diferentes aminodcido-fenilésteres. A partir de este

anticuerpo quimérico crearon bibliotecas combinatorias, de las cuales pudieron seleccionar

variantes que muestran una afinidad porel estado de transicién de 2 a 8 veces mayorqueel

anticuerpo quimérico parental. Leong ef al., (2007) también aislaron anticuerpos

monoclonales de bibliotecas de fagos. Los fragmentos scFv solubles producto de los clones

aislados se expresaron en £. coli y corroboraron que estos fragmentos poseen actividad

enzimatica ya que son capaces de reconocer a un TSA de lipasas/esterasas.

En otra biblioteca combinatoria desplegada en fagos, Fujii ef al. (1998) lograron encontrar

abzimas con unaactividad catalitica superior a su construccioninicial. Esta biblioteca se

derivé del anticuerpo 17E11, el cual cataliza la desproteccién regioselectiva de

carbohidratos acilados, y se encontréd que la variedad mutante 115 es casi 12 veces mas

eficiente en la catdlisis que la construccién original. Asi demostraron que este método es

una estrategia de maduracién de la afinidad in vitro y permite seleccionar variantes mas

eficientes en el proceso catalitico. En otro estudio, Takahashi-Ando et al. (2007)

sometieron el anticuerpo catalitico 6D9 a evolucién dirigida mediante el sistema de

despliegue en fagos para obtener abzimas con una capacidad catalitica superior a la

parental. Ellos encontraron que el incremento en la capacidad catalitica de estos

anticuerpos se debe a que usaron dos TSA diferentes, uno para inmunizar y otro para

seleccionar.

Debido a la importancia de la interaccidn entre el TSA y la CM para el procesocatalitico,

se han estudiado las extensas interacciones de puentes de hidrégeno y electrostaticas que

existen entre ellos, pero atin permanecen muchas preguntas respecto a los detalles del

proceso catalitico, incluyendo la seleccién del sustrato, el incremento en el indice de la

reaccion y el papel que desempefian los residuos en el sitio activo (Guo y Cui, 2001).  
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Respecto al mecanismo de la CM en el incremento del indice de la reaccidn, existen varios

estudios que demuestran que la enzima trabaja proveyendo estabilizacin electrostatica al

estado de transicién (Crespo ef al., 2003, Guimaraes ef al., 2004, Hur y Bruice, 2003,

Strajbl et al., 2003, Ranaghanetal., 2004).

Los anticuerpos IgNARresultan de especial interés para las aplicaciones biotecnoldégicas y

médicas debido a su tamafio, solubilidad y estabilidad (Holliger y Hudson, 2005). Liuef al.

(2007) reportan que los anticuerpos convencionales pierden toda la actividad en los

primeros 5~10 minutos, mientras que los anticuerpos IgNAR muestran una estabilidad

superior al calor y una pérdida de actividad lenta cuando se les mantiene durante una hora a

elevadas temperaturas (95°C).

Se ha demostrado que partir de bibliotecas de tiburones no inmunizados,es posible aislar

anticuerpos especificos contra el antigeno con el cual se selecciona. Liu ef al. (2007)

construyeron dos bibliotecas no inmunes de los tiburones Squalus acanthias y Mustelus

canis y usaron la toxina de cdélera (CT) para realizar la seleccion de clones. Lograron aislar

tres anticuerpos similares que se unian especificamente a la CT (sin reaccionar de manera

cruzada con otros antigenos).

En el 2001, Nuttall et al., construyeron una biblioteca de anticuerpos NAR del tiburén

Orectolobus maculatus y realizaron la seleccién contra varios antigenos. Sin embargo, los

anticuerpos que poseian mayorafinidad fueron los dirigidos contra la proteasa gingipaina

K de Porphyromonas gingivalis. También Nuttal et al. (2004) aislaron, a partir de una

biblioteca de anticuerpos vVNAR, dos clones con afinidades en el orden nanomolarporel

antigeno de la membrana apical de Plasmodium falciparium (AMA-1). A uno de estos

clones, 12Y-2, se le maduré in vitro, y una de las variantes mostré una mejora en la

afinidad aproximadamente de casi 10 veces comparada con 12Y-2.

Liu ef al. (2007) construyeron unabiblioteca semi-sintética de anticuerpos VNAR con una

complejidad aproximada de 1x10”. Esta variedad fue lograda introduciendo variaciones de
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tamafio y secuencia en la CDR3. Deesta biblioteca, seleccionaron anticuerpos contratres

toxinas: enterotoxina estafilocéccica (SEB), ricina y toxina botulinica A (BoNT/A). Sus

resultados indican que la diversidad del CDR3 se puede incrementar mediante esta

estrategia para obtener una biblioteca menos limitada de la cual se pueden obtener

anticuerpos contra una variedad de toxinas.

Shao ef al. (2007), crearon unabiblioteca sintética a partir de variaciones en la longitud y

composicién de la CDR3 de la clona HEL-5A7. Este clon habia sido seleccionada

previamente de una biblioteca inmune de IgNAR.Dela biblioteca sintética seleccionaron

clones contra dos proteinas modelo:lisozima y leptina. Eligieron un clon de cada seleccién

para verificar su funcionalidad y encontraron que ambas eran estables y se unian a sus

correspondientes antigenos.
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Il. JUSTIFICACION.

Debido a quela interaccién antigeno-anticuerpo es similar a la interaccién enzima-sustrato

y ademas, a la diversidad encontrada en las bibliotecas de tiburén,es posible seleccionar de

ellas anticuerpos contra tedricamente, cualquier andlogo del estado de transicién, es decir,

es posible encontrar abzimas con la capacidad de realizar la catdlisis de la reaccién de

eleccién.

Las bibliotecas de fagos obtenidas de los anticuerpos vNARdetiburon, han demostrado ser

eficientes en la busqueda de anticuerpos dirigidos contra cualquier antigeno, sean estas a

partir de animales inmunizados 0 no inmunizados.

Los anticuerpos vNAR son funcionales y de menor tamafio que las abzimas estudiadas

hasta el momento. Dado queel tamafio de la abzima pudiera ser un factor que interviene en

el proceso catalitico, analizaremos la actividad corismato mutasa de fragmentos de

anticuerpos VNAR. Ademas, existen amplios estudios respecto a las abzimas con actividad

corismato mutasa, porlo tanto, utilizaremos un TSA de la reaccién que cataliza la CM para

dirigir nuestra seleccién de anticuerpos y demostrar la utilidad del uso de bibliotecas de

tibur6n en la seleccién de abzimasconesta actividad.
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IV. OBJETIVOS.

IV. 1. OBJETIVO GENERAL.

Obtener fragmentos de anticuerpos VNARdel tiburén Heterodontusfrancisci con actividad

corismato mutasa.

IV. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Mediante el método de despliegue en fagos, seleccionar de una biblioteca no inmune del

tiburén H. francisci, fragmentos vNARespecificos del TSA/CM .

2. Expresarlos anticuerpos heterdlogamente y demostrar que reconocenal antigeno.

3. Verificar su actividad catalitica in vitro e in vivo.
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V. METODOLOGIA.

V. 1. Reamplificacién de la biblioteca.

Seguimos el protocolo de Barbas ef al. (2001) para reamplificar una biblioteca de

fragmentos vNAR previamentesintetizada (Quezada-[fiiguez, 2008) a partir de un tiburén

H. francisci inmunizado con un antigeno diferente al usamos en nuestra bioseleccién. La

metodologia fue la siguiente:

i En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, inoculamos 50 mL de medio SB con 50 uL de

células £. coli ER2537 electrocompetentes. Agitamosel cultivo a 250 rpm y 37°C hasta

que la densidad dptica a 600 nm (DO¢o0) fue de aproximadamente 1.

Agregamos 50 uL de la biblioteca (porque estaba diluida con PBS 1x) al cultivo e

incubamos a temperatura ambiente para que los fagos infectaran a las bacterias por 15

minutos, después de la infeccién agregamos 10 uL de ampicilina 100 mg/mL al cultivo.

Para obtenerlostitulos de bacterias infectadas por fagos, preparamos una dilucién 107

del cultivo infectado, sembramos1, 10 y 100 uL respectivamente, en placas de LB agar

con ampicilina (100 ug/mL). Incubamoslas placas toda la noche a 37°C.

Transferimos el cultivo de 50 mL infectado a un frasco de polipropileno de 500 mL y

agitamos a 250 rpm y 37°C por una hora, tras la cual agregamos 15 uwL mas de

ampicilina 100 mg/mL y agitamos una hora mas con las condicionesanteriores.

Agregamos 2 mL de fago ayudador VCSM13, 148 mL de SB precalentado a 37°C y 75

uL de ampicilina 100 mg/mL. Agitamoseste cultivo de ~200 mL a 300 rpm y 37 °C

durante una hora y media.

Agregamos 280 wL de kanamicina 50 mg/mLy agitamos elcultivo toda la noche a 300

rpm y 37 °C.

Al dia siguiente centrifugamos el cultivo a 3000g durante 15 minutos a 4°C y

transferimos el sobrenadante a frascos de polipropileno de 500 mL estériles.

Agregamos 8 g de PEG-8000 y 6 g de cloruro de sodio y agitamos a 250 rpm y 37°C

durante 5 minutos para disolver los sdlidos. Una vez disueltos incubamos a 4°C durante

30 minutos.
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Centrifugamos a 15,000g durante 15 minutos a 4°C para precipitar los fagos.

Descartamos el sobrenadante y eliminamos el exceso de liquido invirtiendo los tubos

unos minutos sobre un papel secante.

Resuspendimosel precipitado de fagos en 2 mL de BSA 1%-PBS 1x y transferimos

esta suspensién a un tubo de microcentrifuga para centrifugar a maxima velocidad por

5 minutos a 4°C. Filtramos el sobrenadante (filtro de 0.2 tum) a un tubo de

microcentrifuga estéril y lo conservamos a 4°C. Esta biblioteca de fagos reamplificada

es la que usamospara la bioseleccion, tanto en la dilucién 1:100 (D100) como en la

dilucién 1:500 (D500).

V. 2. Bioseleccién.

Realizamos la bioseleccién de acuerdo con el protocolo de Barbas ef al. (2001), pero

agregando un paso mas, el cual es una seleccién negativa para los fagos que se unen a

tiroglobulina, ya que el antigeno es un complejo TSA-proteina acarreadora, en este caso,

tiroglobulina. En la bioseleccién seleccionamos y reamplificamos los fagos especificos

para nuestro antigeno a través de cuatro rondas de seleccién. A la reamplificacion se le

llama “ronda cero” y las rondas de bioseleccién empiezan a numerarse consecutivamente

empezandode “ronda 1”.

1. Agregamos 50 uL detiroglobulina bovina 10 ug/mL (en PBS 1x) a 4 pozos(solo 2

pozos para las rondas siguientes) de una placa de ELISA (placa A) e incubamos una

hora a 37°C. Eliminamosla solucién de tiroglobulina y bloqueamos con 150 uL de

BSA 3% a 4°C durante toda la noche.

En otra placa de ELISA (placa B) agregamos 50 wL de nuestro antigeno (TSA)

preparado. A dos pozosdela placa agregamosantigeno preparado a unadilucién 1:100

en PBS 1x, y a otros dos pozos se agregé una dilucién 1:500. En las siguientes rondas

sdlo preparamos un pozo para cada dilucién. Incubamosesta placa a 4°C durante toda

la noche.
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. Al dia siguiente, eliminamos la solucién bloqueadora de la placa A y agregamos 50 uL

de la solucién de fagos reamplificados. Incubamosla placa con esta solucién durante 2

horas a 37°C. Por otro lado, eliminamos la solucién con el TSA de la placa B y

bloqueamoscon 150 uL de BSA 3% durante una hora a 37°C.

. Eliminamos la solucién bloqueadora de la placa B y transferimos los 50 uL de la

solucion de fagos de la placa A hacia la B e incubamospordos horas a 37°C.

. Eliminamosla solucién de fagos y agregamos 200 wL de TPBS y pipeteamosarriba y

abajo 5 veces, dejamos la solucién 5 minutos y repetimos este paso de lavado 5 veces

para la primera ronda, 10 para la segunday 15 para la tercera y la cuarta.

. Unavez eliminadala ultima solucién de lavado, eluimos los fagos de cada pozo con 50

uL detripsina 10 mg/mL en PBS 1x recién preparada e incubamos la placa durante 30

minutos a 37 °C. Pipeteamosarriba y abajo 10 veces y transferimoslos eluidos a 2 mL

de un cultivo (juntando los 2 pozos de cada dilucién para un cultivo en la primera

ronda) de £. coli ER2537 con DOg¢oo ~1, ¢ incubamos a temperatura ambiente por 15

minutos.

. Transferimos este cultivo infectado de 2 mL a un frasco de polipropileno de 500 mL, y

agregamos 6 mL de SB precalentado a 37°C y 1.6 wL de ampicilina 100 mg/mL. Para

determinarlostitulos de la infeccién de salida, diluimos 2 wLde este cultivo en 200 uL

de medio SB y sembramos 10 y 100 uL en placas de LB agar con ampicilina (100

ug/mL). Incubamoslas placas toda la noche a 37°C.

. Agitamosel cultivo de 8 mL a 250 rpm poruna hora a 37°C y agregamos 2.4 uL de

ampicilina 100 mg/mL y agitamos una hora masbajo las condicionesanteriores.

. Para la titulacién de entrada infectamos 50 wL del cultivo de OD¢o0 ~1 con 1uL de una

dilucién 10°de la preparacion de fagosde la reamplificacién o de la rondade seleccién

anterior, segtin era el caso. Dejamos esta infeccién incubando a temperatura ambiente

por 15 minutos y después sembramos los 50 uwL en una placa de LB agar con

ampicilina (100 j1g/mL). Las placas se dejaron incubandotoda la noche a 37°C.
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A nuestro cultivo infectado de 8 mL, agregamos 1 mL de fago ayudador VCSM13, 91

mL de SB precalentado a 37°C y 46 wL de ampicilina 100 mg/mL. Agitamos este

cultivo de ~100 mL a 300 rpm y 37 °C durante una hora y media.

Agregamos 140 wL de kanamicina 50 mg/mL y continuamos agitando toda la noche a

300 rpm y 37 °C,

Al dia siguiente centrifugamos el cultivo a 3000g durante 15 minutos a 4°C.

Transferimos el sobrenadante a frascos de polipropileno de 500 mL estériles y

agregamos 4 g de PEG-8000 y 3 g de cloruro de sodio. Agitamos a 37°C y 250 rpm

durante 5 minutospara disolverlos sélidos. Una vez disueltos incubamos a 4°C durante

30 minutos.

Centrifugamos a 15,000g durante 15 minutos a 4°C para precipitar los fagos.

Descartamos el sobrenadante y dejamos los tubos invertidos unos minutos para

eliminarel exceso de liquido.

Resuspendimosel precipitado de fagos en 2 mL de BSA 1% en PBS 1x. Transferimos

la suspension a un tubo de microcentrifuga y centrifugamos a maxima velocidad por 5

minutos a 4°C. Tomamosel sobrenadante y lo pasamosa través de unfiltro de 0.2 uma

un tubo de microcentrifuga estéril. Guardamos a 4°C. Esta biblioteca es la que usamos

para la siguiente ronda de seleccion.

V. 3. Expresiénde los fragmentos vNARen la cepa TOPLOF'de E. coli.

V. 3. 1. PCR de colonia.

Realizamos PCRdelas colonias aisladas de la ronda 4 (R4). Usamoslos oligonucledtidos

Ompseq y Gback, con los cuales se obtienen fragmentos de ~500pb. Visualizamos los

productos de PCR en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro deetidio (0.5 tug/mL). Las

condiciones dela reaccién se especifican enla tablaI.
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Tabla I. Condiciones de PCR para amplificar fragmentos yNAR de colonias de bacterias.

 

 

 

 

 

 

Num.de Temperatura Tiempo
ciclos SC

1 94 7 minutos

94 30 segundos

30 56 30 segundos

72 1 minuto

1 72 10 minutos     
V. 3. 2. Extraccion de plasmidos.

Para la extraccionde plasmidosutilizamos el método delisis alcalina.

1 Inoculamos 1.5 mL de medio SB + ampicilina 100 pg/ mL conlas clonas positivas para

el inserto de yNAR, y dejamosagitando toda la noche a 250 rpm y 37 °C.

Centrifugamoseste cultivo a 13,200 rpm y resuspendimosel precipitado en 100 pL de

GTE,dejamosreposaresta solucién 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregamos 200 pL de NaOQH-SDS, mezclamos y dejamos reposar 5 minutos més a

4°C.

Adicionamos 150 pL de acetato de sodio 3M, mezclamoscon el vértex por 2 segundos

y dejamos reposar 5 minutos a 4°C.

Centrifugamos a 13,200 rpm transferimos el sobrenadante a un tubo limpio.

Agregamos0.8 mL de etanol 95% y reposamosla mezcla 2 minutos.

Centrifugamos a 13,200 rpm y lavamosel precipitado con 1 mL de etanol al 70%.

Dejamossecaren la incubadora a 37°C, por aproximadamente 20 minutos.

Resuspendimosen 30 pL de agua libre de nucleasas y almacenamosa -20°C.
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V. 3.3. PCR de plasmidos.

Para realizar PCR de los plasmidosutilizamos las mismas condiciones de la reaccién y los

mismos oligonucledtidos que para PCR de colonia (Tabla I). Agregamos 1 pL de la

extraccién de plasmido. Visualizamos los productos del PCR en gel de agarosa al 2% con

bromuro deetidio (0.5 ug/mL).

V. 3. 4. Analisis de los fragmentos VNAR mediante la enzima derestriccién BstO I.

1. Preparamos una mezcla madre, la cual contenia, para cada reaccién: 12.3 pL de agua

libre de nucleasas, 2 tL de buffer de reaccién 10x, 0.2 pL de BSAacetilado (10 pg/L)

y 5 unidades de enzima BstO I (0.5 pL).

2. En cada tubo de reaccién agregamos 5 pL del producto de PCR de plasmido y 15 pL de

la mezcla madre, dando un volumenfinal de reaccién de 20 pL. La duracion de la

digestion fue de una hora. Visualizamos los productos de la digestién en gel de agarosa

al 4% con tincién de bromuro deetidio (0.5 ug/mL).

V. 3. 5. Secuenciacion y eleccién de los clones.

Secuenciamos 10 clones de la dilucién 1:100 y otros 10 de la dilucién 1:500 con el

oligonucledétido Ompseq. Comparamos las secuencias de aminoacidos de estos clones con

el programa MacVector 7.2.2 y de acuerdo a sus diferencias en la secuencias de

aminoacidos se eligieron algunos de ellos para los experimentos posteriores.

V. 3. 6. Preparacién de células TOP10F’ quimiocompetentes.

Para obtener células quimiocompetentes, inoculamos 2 mL de medio SBsin antibidtico con

2 wL de una preparacién de células Z. coli TOPI0OF’ en glicerol 15 % y las dejamos

incubando toda la noche a 37°C y 250 rpm. Después diluimos 0.5 mL de este cultivo

concentrado en 25 mL de medio SB a temperatura ambiente e incubamos a 37°C y 250 rpm
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hasta que la DO¢o0~0.3. Centrifugamos el cultivo a 3,000 g por 15 minutos, descartamos el

sobrenadante y resuspendimosel precipitado de células en 1/2 volumen de CaCl, 100 mM

a 4°C. Incubamos en hielo por 20 minutos y centrifugamos a 3,000 g por 15 minutos,

resupendimosen 1/10 de volumen de CaCl, 100 mM a 4°C. Incubamosen hielo durante 1

hora. Se emplearon 50 pL de estas células para transformar por choque térmico y el

remanente de células, se conservé a -75°C agregando un volumen de glicerol al 30% y

haciendo alicuotas de 200 nL. Sembramos 50 pL de células quimiocompetentes en una

placa de LB agar con ampicilina (100 g/mL) para cerciorarnos de que no estuvieran

contaminadasconotras células.

V. 3. 7. Transformacion de células TOP10F’ quimiocompetentes.

Tomamos 1.5 uL de la solucién de plasmido correspondiente a las clonas seleccionadas

tras la secuenciacién y lo transferimos a un tubo estéril de 1.5 mL, dejamos los tubos 2

minutos en hielo, agregamos 50 pL de células TOPIO0F’ quimiocompetentes y

homogeneizamos con la pipeta suavemente. Después incubamos los tubos durante un

minuto en un bafio maria a 42°C e inmediatamente los transferimos al hielo donde los

incubamospor 5 minutos. Agregamos 950 pL de medio SOC. Incubamos durante una hora

y media a 150 rpm y 37°C. Sembramos 50 pL de este cultivo en cajas de LB agar con

ampicilina (100 pg/mL). Incubamoslas placas toda la noche a 37°C y realizamos la PCR

de colonia para verificar que las colonias poseian el inserto.

V. 3. 8. Infeccién de células TOP10F'.

Inoculamos 50 mL de medio SB con células TOP10F' hasta DOgoo ~1. Agregamos 20 wL

de la solucién de fagos de la ronda 3, e incubamos por 15 minutos a temperatura ambiente,

para permitir que los fagos infectaran a las bacterias. Después inoculamos 10 y 100 wL en

placas de LB con ampicilina (100 t1g/mL) paraaislar colonias. Se realizé PCR de colonia a

las colonias aisladas y se preservaron en glicerol las que fueron positivas al inserto de

vNARpara experimentosposteriores (expresidn y ELISA delos extractos).

 



26

V. 3. 9. Expresion del anticuerpo.

Inoculamos 3 mL de SB conlas colonias transformadas (de la ronda 4) o infectadas (de la

ronda 3) e incubamostoda la noche a 37°C y 250 rpm. Deeste preinédculo tomamos5 tL e

inoculamos 5 mL de SB fresco. Incubamosestos cultivos a 37°C y 250 rpm hasta que la

DO¢o0= 0.7-0.9. Una vez alcanzada esta densidad, agregamos IPTG a unaconcentracién

final de 0.6 uM e incubamostoda la noche a 30°C y 250 rpm. Centrifugamoslos tubos a

10,000 rpm durante 15 minutos y extrajimos la proteina de la pastilla mediante el método

de extraccién periplasmica.

V. 3. 10. Extracci6n periplasmica.

Resuspendimos el precipitado de bacterias en 100 wL de solucién amortiguadora

spheroplast 1x e incubamos en hielo durante 20 minutos. Centrifugamos la suspensién a

14,000 rpm durante 15 minutos y colectamos el sobrenadante en otro tubo limpio.

Resuspendimosel precipitado remanente en 100 uL de MgSO, 5mMe incubamosen hielo

por 20 minutos, inmediatamente después centrifugamos a 14,000 rpm durante 15 minutos.

Colectamos este sobrenadante y mezclamos con el sobrenadante anterior. Utilizamos esta

solucién para realizar pruebas de ELISA inmediatamente o almacenamosa -20°C.

V. 3. 11. ELISA de expresién.

En una placa de ELISA agregamos 50 yL de los extractos de proteina portriplicado para

cada muestra. Incubamosla placa durante una hora a 37°C, vaciamos la placa y lavamos

tres veces los pozos con TPBS. Bloqueamos agregando 150 pL de BSA 3% e incubando

por una hora a 37°C. Enseguida eliminamosde la placala solucién de bloqueo y repetimos

el lavado 3 veces, luego agregamos 50 uL el anticuerpo anti-HA peroxidasa en una

dilucién 1:1000 en BSA 1%-PBS 1x e incubamos una hora a 37°C. Después eliminamos

esta solucién, volvimos a lavar y agregamos 50 pL de la solucién de revelado de ABTS,
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con la cual incubamos durante 20 minutos a 37°C para enseguida leer su absorbancia a 405

nm.

V. 3. 12. ELISA de reconocimiento.

En una placa de ELISA agregamos 50 LL de una solucién de TSA/CM en PBS 1x en una

dilucién 1:200. En otra placa,la cual representaba el control negativo, agregamos 50 wL de

BSA 3%. Dejamos incubando las placas durante una hora a 37°C o toda la noche a 4°C,

descartamosla solucién y bloqueamos con 150 pL de BSA 3% e incubamosporuna hora a

37°C. Descartamos la solucién y lavamos tres veces con TPBS. Agregamos 50 pL de los

extractos de proteina portriplicado para cada muestra e incubamos una hora a 37°C.

Enseguida descartamos las muestras, lavamos y agregamos 50 tL del anticuerpo anti-HA

peroxidasa en dilucién 1:1000 en BSA 1%-PBS 1x e incubamos una hora a 37°C.

Eliminamosel anticuerpo de la placa, volvimos a lavar y agregamos 50 pL de la solucién

de revelado de ABTS, con la cual incubamos durante 20 minutos a 37°C para enseguida

leer su absorbancia a 405 nm.

V. 4. Expresion de los fragmentos vVNAR en la cepa Fall4 de E. coli.

V. 4. 1. Extraccién de plasmidos.

Inoculamos 5 mL de medio LB con ampicilina (200 pg/mL) con los clones aislados de

ronda 3 (R3) y ronda 4 (R4), incubamoslos cultivos a 30°C y 300 rpm hasta que la

DO¢o0~1. Obtuvimos ADNplasmidico conelkit para aislar plasmido de Roche.

V. 4. 2. Construccién de oligonucleétidos.

Utilizamos varios juegos de oligonucledtidos para obtener productosdistintos de acuerdoal

ensayo en el que se utilizaron (Tabla II). Para obtener productos para los ensayos de

cinética y complementacién sintetizamos los oligonucledtidos 2832-F y 2833-R (sin

 



28

hemaglutinina, HA;sin cola de histidinas, H6), para los ensayos de reconocimiento 2832-F

y 2954-R (con HA sin H6), para sacar el gen de pComb3x con HA y con H6 usamos2832-

F y 3443-R. Posteriormente construimos los oligonucledtidos 4164-R y 4165-R para

agregar cola de histidinas a otros productos que demostraron reconocimiento.

Tabla II. Oligonucledtidos empleados para obtener productos con caracteristicas
especificas para cada ensayo (HA: hemaglutinina; H6: cola de 6 histidinas).

 

  
V. 4.3. PCR de plasmidos pComb3x.

Realizamos PCR delos plasmidos pComb3x conlos distintos juegos de oligonuclestidos.

Las condiciones de la PCRse especificanen la tabla III.
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Tabla III. Condiciones de la PCR para obtener los diversos productos empleados en los

ensayosposteriores.

 

 

 

 

 

 

 

 

    

Num. de Temperatura .

ciclos °C ae

1 94 3 minutos

94 30 segundos

5 40 30 segundos

72 30 segundos

94 30 segundos

15 55 30 segundos

72 30 segundos

1 72. 5 minutos  
 

V. 4. 4. Subclonacién en el vector pTre99a.

Digerimos los productos de PCR purificados y el vector pTrc99a con las enzimas Nco I y

Hind III (New England BioLabs) y los purificamos de nuevo (kit Roche) para ligarlos con

ligasa y solucién amortiguadorapara ligasa (Fermentas).

V. 4. 5. Transformacién en células MC1061.

Electroporamos los productos de la ligacién en E. coli MC1061 a 1.6 kV, permitimos que

las células se recuperaran en 1 mL de medio LB liquido sin antibidticos durante 1 hora a

30°C y 300 rpm. Sembramos 100 pL en placas de LB agar con ampicilina (200 pg/mL) y

las incubamostoda la noche a 30°C.
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V. 4. 6. PCR de colonia y extraccién de plasmidos.

Realizamos PCR de colonia (mismas condiciones de tabla III) para aislar las clonas con

inserto. Inoculamoslas colonias con inserto en 5 mL de medio LB liquido con ampicilina

(200 pg/mL) crecimoslos cultivos a saturacion para extraer el plasmido (kit Roche).

V. 4. 7. Secuenciaci6n y eleccién de clones.

Secuenciamos los plasmidos producto de la ligacién y se alinearon las secuencias de

aminodacidos con el programa MacVectorversion 7.2.2 para descartarlos clones que fueran

idénticos.

V. 4. 8. Transformacion en células Fal14.

Electroporamos los plasmidos en la cepa Fall4 de £. coli a 1.6 kV y permitimos que se

recuperaran las células en 1 mL de LB liquido. Para aislar colonias, sembramos 10-20 pL

de una dilucién 1:100 en placas de LB agar con ampicilina (200 pg/mL) y kanamicina (25

ug/mL), las cuales se incubaron toda la noche a 30°C. Transformamos este mismo

plasmido en células Fal14-TyrA para los ensayos de complementacién en medio minimo.

V. 4. 9. Expresién del anticuerpo.

Para producir proteina, inoculamos las colonias aisladas en medio liquido LB con

ampicilina (200 pg/mL), kanamicina (25 g/mL) e IPTG (0.1-0.2 mM). Incubamosestos

cultivos durante 20-24 horas a 30°C y 300 rpm. Extrajimos la proteina de la pastilla

resuspendida en PBS 1x mediante sonicacion.  
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V. 4. 10. ELISA de reconocimiento.

Para esta prueba utilizamos TSA unido a BSA (en vez de tiroglobulina) como antigeno.

Diluimosel antigeno 1:200 en PBS 1x y cubrimos los pozos de una placa de ELISA con 50

uL. En otra placa agregamos 50 pL de BSA 3% para usarla como control negativo.

Incubamos las placas por una hora a 37°C o toda la noche a 4°C. Posteriormente

eliminamosel antigeno de la placa y lavamos 3 veces con TPBS. Para bloquearla placa,

cubrimos todos los pozos con 150 pL de BSA 3% e incubamos toda la noche a 4°C.

Lavamos las placas y aplicamos las muestras mds 50 wL de BSA 1%-PBS Ix, las

incubamostoda la noche a 4°C. Lavamosla placa 3 veces e incubamos con 50 uL de anti-

HAdurante una hora a 37°C, después volvimosa lavar y aplicamos un segundo anticuerpo

anti-ratén fosfatasa alcalina (Sigma, A-3562). El lavado mas importante es el que se hace

antes de revelar, por lo que lavamosla placa al menos 4 veces. Revelamos con 50 pL de p-

nitrofenilfosfato (N2765, sigma) 1 mg/mL en buffer DEA (ICN, 980831). Leimos la

absorbancia a 405 nm a los 20 minutos de incubacién a 37°C.

V. 4. 11. Ensayos de actividad de los anticuerpos invitro.

Realizamos el ensayo de cinética enzimatica para actividad corismato mutasa basados en

los ensayos previos de Hilvertef a/. (1988) con algunas modificaciones. Colocamos 30 pL

del extracto crudo de proteina, 10 L de una solucién de corismato en PBS1x y 10 uL de

PBSIx (portriplicado para cada muestra). Verificamos la desaparicién del corismato a 275

nmdurante aproximadamente 60 minutosa intervalos de 5 segundos.

V. 4. 12. Ensayos de actividad de los anticuerposin vivo.

Tomamoscolonias aisladas producto de la transformacién en la cepa Fal14-TyrA de E.

coli. e inoculamos 3 mL de LB liquido con ampicilina (200 g/mL) y (kanamicina 25

ug/mL), incubamostoda la noche a 30°C y 300 rpm. Tomamos0.5 mL de este cultivo y

precipitamos las células a 13,000 rpm por 10 minutos. Lavamosel paquete celular 3 veces
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con 0.5 mL de medio minimo 1x. Tomamos 20 pL dela ultima resuspension para inocular

2 mL de medio minimo 10x e incubamos a 30°C y 300 rpm de 7 a 10 dias. Verificamosel

crecimiento celular mediante absorbancia (DO¢00) de una a dos vecesaldia.

 



33

VI. RESULTADOS.

VI. 1. Reamplificacién de la biblioteca y bioseleccién.

Obtuvimosuntitulo de reamplificacién de la biblioteca de 2.92 x 10° UFCy esta graficado

en la figuras 9 y 10 como ronda “0” (RO), para compararlos con las rondas de seleccién

subsecuentes.

Debido a que no se sabia la concentracién en la que se encontraba el antigeno (TSA +

tiroglobulina), usamos dos diluciones de éste en la seleccién: 1:100 y 1:500 (TSA en

PBS1X). Los fagos obtenidos de la reamplificacién son los que se usaron en las rondas de

seleccién subsecuentes para ambas diluciones. Realizamos cuatro rondas de seleccién de

fagos especificos para el TSA (R1, R2, R3 y R4). En la figura 9 se muestran lostitulos

obtenidos para la D100, donde puede observarse que los titulos descienden drasticamente

en la RI como es de esperarse al someter los fagos a un proceso de seleccién especifico

mediante lavadosastringentes. En la R2 observamos queel titulo desciende atin masporel

mismo procesode seleccién y astringencia, y ya en R3 observamos un incremento debido a

quelos fagos especificos para el TSA se han reamplificado. En la figura 10 se muestran los

titulos obtenidos en las rondas de seleccién para la D500. Los titulos obtenidos son

similares a los de D100, disminuyeron en la R1 y R2, e incrementaron en la R3. Lostitulos

que se obtuvieron en la R4 para ambasdiluciones se encuentran en el mismo orden: 5.04 x

10° para D100 y 4.89 x 10* para D500.
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VI. 2. Expresién de los fragmentos VNARen la cepa TOPLOF'de E. coli.

VI. 2. 1. PCR decolonia.

En la PCRlos oligonucleétidos Ompseq y Gback producen fragmentos de ~500 pb aunque

la region VNARes de ~450 pb,la razén es que estos oligonucledtidos tienen un tamafio de

22 y 24 pb respectivamente, y en pComb3x se unen en las regiones laterales donde se

inserta el fragmento vVNAR.

Analizamos48 colonias de la D100 (R3 y R4) y todas poseianel inserto de ~500 pb. De los

46 clones analizados de la D500 (R3 y R4), 44 contenian el inserto. Los dos clones de la

D500 que resultaron negativas al inserto, son los clones 06 y 010, correspondientes a la

ronda 4 (Tabla IV) y se descartaron para experimentos posteriores. El nombre de los clones

correspondientes a la D500 tiene un cero a la izquierda.

Tabla IV. Clones analizados mediante PCRpara al inserto de VNAR.

 

 
 

 

    

D100 D500

20 (+) 18 (+)
Ronda 4 0() 2()

28 (+) 26 (+)
Ronda 3 0) 0()

TOTAL 48(+) 44(+)   

VI. 2. 2. Extraccién y PCR de plasmidos.

Logramosobtener el plasmido de los clones con inserto VNAR: 48 plasmidos D100 y 44

plasmidos D500. El producto de la extraccién de plasmido se usd para la PCR. Al

reamplificar los fragmentos VNAR, obtuvimossuficiente ADN para la secuenciacién y los
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experimentos de digestién con la enzima BstO I. Las variaciones en los fragmentos

obtenidos mediante los cortes en las secuencias de ADN poresta enzima nos permitiria

identificar facilmente clones con secuencias diferentes.

VI. 2. 3. Analisis de los fragmentos VNAR mediante la enzima BstO I.

Digerimos 20 productos de PCR con la enzima BstO I. Elegimos 10 clones D100 y 10

clones D500, todos correspondientes a la ronda 4. Se visualizaron los productos de la

digestion en gel de agarosatefiido con bromuro deetidio (0.05 ug/mL).

 

Figura 11. Gel de agarosa al 4% que muestra los fragmentosresultantes de la digestién de
plasmidos de la ronda 4 con la enzima BstO I. En los carriles superiores se encuentran los
fragmentosde los plasmidos D100, del 1 al 10; en los carriles de la parte inferior estan los
plasmidos D500 digeridos, del 01 al 012 (excepto 06 y 010). No hubodiferencias en el
patrén de corte para los diferentes clones.  
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Enla figura 11 observamos que no hay variacién en el patron de corte de la enzimaparalos

plasmidos de los clones. Esta diferencia nula en el patron de corte, se debe a que existe

poca o ninguna diferencia entre las secuencias de las diversas muestras, por lo tanto

procedimosa diferenciarlas mediante secuenciacion.

VI. 2. 4. Secuenciacién y eleccién de clones.

Secuenciamos 20 clones de la ronda 4 (10 clones D100 y 10 clones D500). Enlos clones

D100 encontramospoca diversidad. De los 10 clones analizadas D100, solamente el clon 6

posee una secuencia distinta al clon G4. El clon G4 fue aislado de un trabajo previo

(Beltran-Lépez, 2006) en el cual se seleccionaba contra un antigeno diferente al que

usamosen el presente trabajo y su secuencia fue usada en los alineamientos con nuestros

clones para verificar que se trataba de un fragmento VNAR.

De los 10 clones D500 secuenciados, seleccionamos a 01, 02, 04 y 07, ya que los demas

también mostraron similitud con G4. Conservamosel clon 011 (cuya secuenciasdlo difiere

en un aminodacido de G4) para verificar si reconocia a nuestro antigeno. En la figura 12 se

muestran las diferencias en las secuencias de aminodcidos de estos cinco clones y el clon 6-

D100.

EI protocolo general es buscar clones con afinidad porel antigeno en la ultima ronda de

seleccién, y muchas veces, cuando se encuentra poca variacién, se procede a analizarlos

clones de rondasinferiores. En este caso, encontramos pocosclones diferentes en la ronda

4 de ambasdiluciones, por lo que se procedié realizar la busqueda en la ronda3.  
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Figura 12. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos dela ronda4. El clon 6 proviene
de la seleccién con D100, mientras que los clones 01, 02, 04, 07 y 011 correspondena la
seleccién con D500.
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VI. 2. 5. ELISA de expresion.

Para producirproteina y analizar el nivel de expresién mediante ELISA, elegimos 6 clones

de la ronda 4 basadosenlas secuencias (figura 12). De los clones analizados de la ronda 4,

solamente los clones 6 y 011 sobrepasan el nivel de expresién del control negativo (figura

13). Para las pruebas de ELISA de expresiénel control negativo es el extracto periplasmico

de células TOP1OF’sin inserto, mientras que el control positivo es el extracto periplasmico

de un clon aislada en un trabajo previo, el cual expresa adecuadamenteel anticuerpo.

Debidoa la pocavariabilidad que observamosen las secuencias de esta ronda y a los bajos

niveles de expresién de sus clones, analizamosla expresién en clones de la ronda 3, de los

cuales no conociamos las secuencia, pero sabiamos que tenian el inserto de vNAR.

Analizamos los niveles de expresion de 28 clones D100 (figuras 14 y 15) y 26 clones

D500 (figuras 16 y 17).
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Figura 13. ELISA de expresién de los fragmentos vNAR de 6 clones de la ronda 4. Las
barras representan los datos de absorbancia que obtuvimos de cada clon y las lineas
verticales representan la desviacién estandar (C-, control negativo; C+, control positivo).
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De los 28 clones D100, solamente 6 mostraban niveles superiores al control negativo y

fueronincluidos enlas graficas (figuras 14 y 15). Estan en dos graficas ya que se realizaron

en placas de ELISA diferentes, y por lo tanto, los controles y las condiciones del

experimento pueden variar. De acuerdo estos resultados, elegimos solamente a los clones:

26, 31, 34, 40, 42 y 48 para experimentosposteriores.

De la D500, analizamoslos extractos proteicos de 26 clones con el inserto VNAR (figura

16 y 17). La razén de que aparezcan en dos graficas, es la misma que para las D100: son

dos experimentos. Solamente incluimos en la grafica 13 clones, los cuales exhiben un nivel

de expresion mayoral control negativo: 029, 031, 032, 033, 034, 037, 038, 039, 040, 041,

042, 043 y 045. Estos clones, son también los que conservamos para experimentos

posteriores.

Comprobamos, mediante el ELISA de expresién,los bajos niveles de expresién de nuestros

clones, comparados con el control positivo. Lo mas recomendable era continuar la

busqueda de otros clones que expresaran mejorel fragmento vNAR o buscarotro sistema

de expresion.
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VI. 2. 6. ELISA de reconocimiento.

A pesar de los bajos niveles de expresién obtenidos, realizamos el ELISA de

reconocimiento, para observar si era posible que el anticuerpo, de escasa expresién, era

capaz de reconoceral antigeno. En la figura 18 graficamos los datos del reconocimiento,

pero no graficamos los valores de reconocimiento a BSA ya que todos eran cero. De

acuerdo a experiencias previas en nuestro laboratorio con otros anticuerpos vNAR,

podemosdecir que el reconocimiento de nuestros clones por el antigeno no es adecuado

para seguirlos utilizando.
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Figura 18. ELISA de reconocimiento de las clonas de la ronda 3 correspondiente a ambas
diluciones. Las barras azules representan la media de la absorbancia correspondiente a los

clones D100,las barras anaranjadas representan la media de la absorbancia correspondiente
a los clones D500 y las lineas verticales representan la desviacién estandar. No se
graficaron los valores de reconocimiento a BSA ya que todos eran cero.  
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VI. 3. Expresién de los fragmentos VNAR en la cepa Fall14 de E.coli.

Los niveles de expresién y el reconocimiento por el antigeno de los fragmentos VNAR

expresados en la cepa TOP1OF’ no fueron eficientes, por lo que determinamos seguir otra

estrategia para expresar nuestros anticuerpos. Por otro lado, el plasmido pTrce99a (figura

19) (Amannefal., 1988) y la cepa Fal 13 (Bessette ef al., 1999) son utiles en la expresién

citoplasmica de fragmentos de anticuerpos en £. coli y se usan cominmente con estos

propositos. En esta segunda estrategia de expresién, usamos la cepa Fal14 que es un

derivado de Fal13 para expresar los fragmentos vNAR. A diferencia de Fal13, la cepa

Fal14 no produce la enzima corismato mutasa ni prefenato deshidrogenasa.
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Figura 19. Mapa genético del vector pTrc99a dondeconletras azulesse indicanlossitios
de restriccién de este vector. Tomada de
http://2008.igem.org/Team:Heidelberg/Notebook/Sensing_Group/Cloning  
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VI. 3. 1. Extraccién de plasmidos.

Extrajimos exitosamente los plasmidos pComb3x de la cepa de expresién TOPIOF’, se

corrobor6, mediante gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro deetidio (0.05 ug/mL), la

pureza y cantidad aproximada de ADN.Dela ronda 4, extrajimos los plasmidos de los

clones 6, 01, 02, 04, 07 y 011, de acuerdoa los resultados de la secuenciacién. De la ronda

3, extrajimos plasmidos de 10 clones D100 y 20 clones D500. Ya hemosobservado en los

alineamientos de secuencias que la variabilidad en los clones de la ronda 4 es baja, y por

esta razon no se analizaron mas clones de esa ronda. Ademds, sabemos que en la D100,

también es menorla variabilidad que en la D500, por lo cual sdlo se extrajeron los

plasmidosde la mitad de clones D100 que D500.

Tabla V. Plasmidos pComb3x extraidos para subclonacién en pTrc99a.
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VI. 3. 2. Secuenciaciény eleccién de clones.

Analizamos las secuencias de 10 clones D100 y 20 clones D500. De las 10 clonas D100

analizadas, solamente 2 de ellas (clonas 23 y 45) presentan el VNAR correctamente. Las

otras 8 clonas se descartaron ya que en sus secuencias, algunas de ellas presentaban

codones de terminacion, el gen de vNARestaba incompleto 0 eran mezclas. Las secuencias

de los aminoacidosde los clones 23 y 45 pueden observarse enla figura 20.

Delos clones D500, elegimos 6 clones D500 del total de 20 analizadas. Solamente estos 6

clones presentan el VNARcorrectamente, y son: 023, 029, 040, 042, 043 y 045 (Figura 20).

De acuerdo losresultados de la secuenciacién, elegimos las secuencias de 2 clones D100

y 6 clones D500. Estos 8 clones y los 6 previamente seleccionados de los experimentos de

TOPIOF’ fueron usadospara los ensayos de reconocimiento.
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Figura 20. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de clones de la ronda 3. Los
clones 23 y 45 corresponden a la D100, mientras que los clones 023, 029, 040, 042, 043 y
045, son los que corresponden a D500.  
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VI. 3. 3. Construccién de oligonucleétidos y PCR.

Realizamos PCR de plasmidos pComb3x con los distintos juegos de oligonucledtidos.

Estos oligonucledtidos, insertan sitios de restriccion Nco I y Hind III para ligarlos al

plasmido pTrc99a. Ademas, dependiendo del juego de oligonucledtidos utilizados, estos

oligonucledtidos insertan en el producto una etiqueta de HA para los ensayos de ELISA,

cola de 6 histidinas (H6) para la purificacin o ambas caracteristicas (Tabla VI). La

intencién de ligarlos al plasmido pTrc99a, es que este posee un promotor fuerte y

esperabamoslograr un nivel de expresion mayor.

Los productos H6 y sin HA,se realizaron con la intencién de usarlos en las pruebas de

cinética y complementacion, para que no existiera interferencia en la funcién debido a la

estructura de los anticuerpos. Los productos con HA, pero sin H6 se realizaron para

verificar su actividad mediante ELISA de reconocimiento. Debido a los resultados

obtenidos del ELISA de reconocimiento (presentados mas adelante), fue necesario elaborar

otro oligonucledtido para agregarcola de histidinas a estos productos, ademas de HA,para

purificar y concentrar los anticuerpos.

Con estos oligonucledtidos, reamplificamos los plasmidos de los clones que se eligieron

mediante la secuenciacién: 6 clones R4 (figura 12) y 8 clones R3 (figura 20). Verificamos

que el ADNse habia amplificado y que el tamafio correspondia a los productos esperados,

mediante la visualizacién de los productos en gel de agarosatefiido con bromurodeetidio

(0.05 ug/mL).
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Tabla VI. Tipo de oligonuclestidos, productos que se obtienen mediante la PCR conellos y
ensayo en que pueden ser empleados.

r Tips de ; Producto obtenido Ensayo'en que se
oligonucledtido emplean

Cinética enzimatica y
-HA,-H6 SeNAR

Se

complementacién

1-16

AAT

GavevoVeDYAS: Reconsinient
Reconocimiento y

+HA, +H6 purificacién

VI. 3. 4. Subclonaci6n en el vector pTrc99a y transformacion en MC1061.

Verificamos mediante el tamafio de las bandas en un gel de agarosa la digestidn de los

productos de PCR y el vector, asi como la ligacién de estos productos en el plasmido

pTrc99a. Este producto fue transformado en la cepa MC1061. Es necesario transformar a la

cepa MC1061 antes que a Fall4 debido a que en esta ultima el sistema de restriccién-

modificacién de cepas silvestre se encuentra funcionando, por lo que los plasmidos

necesitan primero protegerse con metilacién para que la cepa no lo reconozca como ADN

exdgenoy active el sistema de degradacion.

Por lo anterior, primero transformamos el plasmido ligado en MC1061, y una vez que

obtuvimos colonias aisladas producto de la transformacién, realizamos PCR de colonia

para verificar la insercién del gen (con las mismas condiciones de reacciénde la tabla III y

con los oligonucledétidos correspondientes). Una vez verificada la existencia del inserto,

extrajimos los plasmidos y los conservamos a 4°C para su posterior transformacién en

Fall4. En la tabla VII, se enlistan las clonas obtenidas mediante los diversos juegos de

oligonucledtidos, asi como la ronda deselecciény diluciéna la que pertenecen.
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Tabla VII. Clones obtenidos mediante el PCR de plasmido con los respectivos juegos de
oligonucledtidos. En anaranjado, los clones pertenecientes a la R4 y en verde los de la R3
(HA:hemaglutinina, H6: cola de 6 histidinas). No se obtuvieron clones -HA,-H6 para el
clon 040 (N).
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VI. 3. 5. Expresion en Fal14 y ELISA de reconocimiento.

Para obtener las proteinas, transformamos los plasmidos correspondientes a los clones

+HA, -H6 en la cepa Fall14 y realizamos el ELISA de reconocimiento de los extractos

proteicos. Tal como se esperaba, la placa cubierta con BSA en vez de antigeno como

primerpaso, no experimenté coloraciénalguna enel revelado.

Analizamos mediante ELISA de reconocimiento, todos los extractos de los clones +HA,-

H6 de la tabla VI. Los resultados fueron cualitativos, basandonos solamente en la

coloracién amarilla que debe producirun resultado positivo revelado con fosfatasa.

Como control positivo, utilizamos un anticuerpo murino (extracto celular), que

previamente habia reconocido el TSA/CM en pruebas de ELISA.El control negativoes el

extracto de un clon que no tiene HA, y por lo tanto no debe ser reconocido porel

anticuerpo anti-HA.

De los clones analizados, solamente los clones 011-2, 011-4, 011-5 y 042-2, dieron

resultados positivos en las pruebas preliminares de reconocimiento. En la figura 21

observamos una placa de ELISA donde se revelaron los extractos de los clones 011-4 y

042-2, las cuales mostraron una coloracién masintensa que las demas, asi comoel control

positivo. El clon 23 se mantuvo como control negativo en los experimentos.
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Figura 21. ELISA de reconocimiento de los clones +HA, -H6. En esta placa aparecen los
extractos de los clones 011-4 y 042-2 que mostraron la coloracién amarilla (clones
positivos), asi comoelcontrol positivo (C+).

Debido a la débil coloracién positiva de estos clones, decidimos hacer el oligonucledtido

reverso para agregar cola de histidinas y purificar el anticuerpo. Obtuvimos los clones

+HA, +H6,que se observan enla tabla VII. Realizamos el ELISA de reconocimiento de los

extractos proteicos de los clones 011-23, 042-23 y 23-23, asi como del control positivo.

Solamente el clon 011-23 dio resultados positivos en esta prueba (figura 22), mientras que

el clon 042-23 no reconoce adecuadamente al antigeno. Entonces, sospechamos que el

resultado negativo del clon 042-23 se debia a que el fragmento de vNAR no se habia

insertado correctamente, por lo que secuenciamos los plasmidos de los clones +HA, +H6

quese enlistan en la tabla VIII.
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011-23 042-23

Figura 22. ELISA de reconocimiento de clones +HA, +H6. Las barras amarillas
representan la media de la absorbancia correspondiente al reconocimiento por BSA,las
barras azules representan la media de la absorbancia correspondiente a los fragmentos
vNARy,las lineas verticales representan la desviacién estandar.

Tabla VIII. Clones secuenciados +HA, +H6.

 

 

 

Clones 011 Clones 042 Clones 23

011-23 042-1 23-23
042-2 23-28
042-12
042-23 042-31   
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Alineamos las secuencias de los clones 23, 011 y 042 de la tabla VIII con la secuencia

original (la que obtuvimos cuando se extrajeron los plasmidos pComb3x). En estos

alineamientos, pudimos observar que las secuencias de los clones derivadas (+HA, +H6)

011 y 23, son idénticas a las originales (salvo las modificaciones HA o H6 que pudieran

tener). Mientras que en el alineamiento de las secuencias de aminoacidosde los clones 042

(figura 23), observamosque el clon 042-2 posee una secuencia diferente a los demasy este

es precisamente el clon que mostré reconocimiento en las pruebas preliminares de ELISA.

Esta diferencia en la secuencia del clon 042-2 es evidentemente, la responsable del

reconocimientoporel antigeno, ya que los clones con la secuencia original de pComb3x no

muestran resultados positivos en ELISA.

El siguiente paso era la purificacion de los extractos celulares de los clones 23-23, 011-23 y

042-2. Ya que el clon 042-2 es resultado de una construccién que no posee cola de

histidinas, construimos dos oligonucledtidos reversos (4164 y 4165, ver tabla II) para

agregar cola de histidinas a este clon. Mientras tanto, tratamos de purificar los extractos

correspondientes a las otras clonas mediante columnas de niquel (los resultados no se

muestran), aunque no fue posible, a pesar de varias modificaciones al protocolo. Asi como

tampoco fue posible agregarla cola de histidinas a la clona 042-2.
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Figura 23. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos del clon 042 y las secuencias
obtenidas en las subclonaciones en pTrc99a.  
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VI. 3. 6. Ensayos preliminares de actividad in vitro de los anticuerpos.

Verificamos la desaparicién del corismato a una longitud de onda de 275 nm durante

aproximadamente 60 minutos a intervalos de aproximadamente 5 segundos. Los datos de

absorbancia obtenidos para la desaparicién de corismato, nos permiten estimar la

concentracién molar de este sustrato, mediante el coeficiente de extincién molar del

corismato (2,630 M‘'cm'')(Kast ef al., 2000). Adicionalmente, verificamos que no hay

desaparicién del corismato al adicionar PBS 1x (figura 24). El extracto celular esta

resuspendido en este amortiguador de fosfatos, por lo que era necesario verificar que la

concentracién del corismato no descendia al agregar este componente. A pesar de que los

clones 011 y 042-2 mostraban poco reconocimiento porel antigeno, si mostraron actividad

catalitica (figura 24). También probamosla actividad catalitica de un extracto de células

transformadas con el plasmido, pero sin inserto (resultados no mostrados). Al igual que

sucede con PBS,el extracto celular es inerte al ponerse en contacto con el corismato.

Notamos que la velocidad de desaparicién del corismato con el control positivo, como la

velocidad de desaparicién con nuestros clones estan en el mismo orden (tabla IX) . El

control positivo es un clon con especificidad elevada por el antigeno de acuerdo a trabajos

previos (tesis de Maestria en proceso) y es el mismo que usamos en las pruebas de

reconocimiento. De acuerdo a estosresultados, los clones 042-2 y 011-23, tienen mayor

capacidad catalitica que el control positivo, a pesar de mostrar poco reconocimientoporel

antigeno en pruebas de ELISA.
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Figura 24. Cinética enzimatica de los extractos celulares de las clonas 042-2 y 011-23
comparadasconel control positivo y con PBS Ix.

Tabla IX. Velocidad de desaparicién del corismato determinada para 2 clonas y el control
positivo.

 

 

 

  

Velocidad (moles/s)

Control positivo 1.0133 x 10°

Clona 042-2 1.5199 x 10°
Clona 011-23 1.6890 x 10°  
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VI. 3. 7. Ensayos de actividad in vivo de los anticuerpos.

Los clones 042-2 y 011-23 se dejaron complementando durante 7 dias durante los cuales

obtuvimos lecturas OD¢o0 de cero. No hubo crecimiento bacteriano. La cepa Fal14-TyrA

en que se transformé para complementar, posee el gen prefenato deshidrogenada mas no el

de la corismato mutasa. Los fragmentos vVNAR que producen las células transformadas

deberian de proveera las células la actividad corismato mutasa, sin embargolas células no

sobrevivieron.

mE
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VII. DISCUSION.

Desde que Schultz y Lernerreportaron las primeras abzimas se han creado abzimas con las

mas diversas actividadescataliticas (Tramontanoef al. 1989; Pollack et al., 1986; Hilvert et

al., 1988; Baca et al., 1997; Leongef al., 2007). Sin embargo, como ya se ha mencionado,

las abzimas encontradas hasta el momento no superan la capacidad catalitica de las

enzimas naturales, y aunque se ha tratado de mejorarlas mediante diversas técnicas

(humanizacién y evolucién dirigida, por ejemplo), suponemos que el tamafio y la

estabilidad de los fragmentos vNARes una ventaja, aunque atin no existan reportes del uso

de estos fragmentos coneste propdsito.

Eneste trabajo, intentamos demostrar las ventajas de los VNAR como abzimas y mediante

la bioseleccién de clones de unabiblioteca de fagos que despliegan los fragmentos vVNAR,

aislamos dos clones cuyos vNARreconocen al TSA/CM y muestran actividad catalftica.

El bajo porcentaje de clones que reconocen al antigeno puede deberse a la calidad de la

biblioteca. Esta biblioteca de fagos que se reamplificé tenia un tamafio de 7.9 x 10’ UFC

(Quezada-{fiiguez, 2008) en comparacién con otras que presentan titulos de ~1 x 10°!!

(Fujii, et al. 1998; Leong, et al., 2007; Takahashi-Ando, ef al., 2004). Al seleccionar de

bibliotecas de mayor tamafio, se incrementan las posibilidades de encontrar clonas

especificas para el antigeno de interés.

Ademias, la biblioteca que se reamplificd era inmune, lo que implica que el tiburén fue

inmunizado con un antigeno distinto al nuestro. Sin embargo,al no estar inmunizadoconel

antigeno TSA/CM,para el propdésito de este estudio es una biblioteca no inmune. Dentro

del repertorio inmunolégico podemosencontrar, virtualmente, anticuerpos contra cualquier

antigeno, pero para que el linfocito que presenta ese anticuerpo experimente expansién

clonal, debe reconoceral antigeno. Esto es lo que se logra mediante la inmunizacién de los

animales con el antigeno de interés. Entonces podria considerarse que al usar en la

bioseleccién una biblioteca de un tiburén inmunizado con otro antigeno, disminuyeron atin  
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mas las probabilidades de encontrar anticuerpos especificos para el TSA/CM,ya que el

repertorio inmunoldgico se ha comprometido durante su maduracién con los antigenos con

que se inmunizaba.

La concentracién del antigeno al hacer la bioseleccién también es importante y se

recomienda que la placa dondese realiza se cubra con 0.1-lyg de antigeno (Barbas efal.,

2001). Sin embargo, nosotros no sabiamosla calidad del antigeno que se nos proporciond,

asi que decidimos usar dos diluciones (D100 y D500) de nuestro TSA/CM para la

seleccién. Esta estrategia nos reveld la poca especificidad de los antigenos al usar la D100,

ya que al seleccionar con esta dilucién encontramos poca variabilidad en las secuencias de

los clones obtenidos (figuras 12 y 20), mientras que al usar la D500 en la seleccién, se

increment6 la variabilidad de los clones. Lo anterior se debe a que cuando hay pocas

moléculas de antigeno, la mayoria son ocupadaspor los fagos mas especificos.

La concentracién del antigeno también influyo en los titulos de la R1, donde observamos

que D500tiene titulo menor que D100 (figuras 9 y 10). Al hacerla bioseleccion con D500,

hay menos moléculas de antigeno que en D100 y porlo tanto son menosfagoslos que se

unen y también menoslos fagos que se reamplifican.

Una vez aislados los clones producto de la bioseleccién, tratamos de diferenciarlos

mediante la enzima BstO I. Las variaciones en los patrones del sitio de reconocimiento de

la enzima BstO I, se deben a las diferencias entre las secuencias de ADN, y pueden ser

usadas para analizar rapida y econdémicamente la diversidad en un numerorelativamente

grande de clonas que expresan fragmentos de anticuerpos (Barbas, et a/., 2001). En nuestro

caso, el uso de BstO I no resultdé util para diferenciar clones de R4 (figura 11), pues

digerimos 20 plasmidos con esta enzima y los fragmentos obtenidos de la digestion eran

del mismo tamafio, lo que nos indica que los clones tienen los mismossitios de

reconocimiento para esta enzima. Entonces para diferenciar estos clones obtuvimos sus

secuencias, entre las cuales se pueden observar pocas diferencias (figura 12), existiendo

éstas principalmente en CDR3(apartir del aminodcido 80).  
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En el andlisis de secuencias de R4 pudimos observar que la mayoria de los clones que se

aislaron tenian casi la misma secuencia que el clon G4 reportado porBeltran-Lopez (2006),

particularmente los correspondientes a D100. De 20 clones D100 analizados de R4,

solamente 5 tenian una secuencia muydistinta a G4 (figura 12). Al principio pensamos que

la presencia frecuente de este clon era producto de una contaminacion durante la

bioseleccién, sin embargo, la clona 011 (cuya secuencia sdlo difiere en un aminodcido de

G4) reconoce al antigeno en los experimentos de ELISA y realiza catdlisis, mientras que

ninguno de los otros 5 clones de R4 mostrabaestas caracteristicas.

Los clones de R3 presentan masvariabilidad que los clones de R4, ya que las 8 secuencias

que se obtuvieron eran diferentes y ademas ningtnclonera igual al clon 011. Pero mientras

que los clones de R3 son mas variables, los clones de R4 son més especificos, ya que

aunque muchosde ellos eran iguales a 011, este clon reconoce al antigeno en pruebas de

ELISA (figuras 21 y 22).

En otros estudios, se ha encontrado que la afinidad del anticuerpo no es directamente

proporcional a su actividad catalitica (Baca ef al., 1997; Fujii et al., 1998). En este estudio

encontramosque alparecer, la medida en que un clon es capaz de reconoceral antigeno no

es indicativo de su potencial catalitico. Cuando expresamos en Fal14, el control positivo

mostraba mayorreconocimiento porel antigeno que el clon 011-23 (figura 22), no obstante

este clon mostr6é mejor actividad catalitica que el control positivo en las pruebas de

desaparicién del corismato (figura 24 y tabla IX ). Sin embargo, también es probable queel

control positivo se haya expresado mejor en la cepa Fal14 y que al haber mas anticuerpo

expresado,el reconocimiento haya sido mejor que con nuestros clones.

En la expresién en TOP10F’ encontramos que el nivel de expresién es muy bajo y los

clones no reconocenal antigeno eficientemente (figuras 13-18), pero al expresar en Fal 14

si encontramos dos clonas que reconocen al antigeno eficientemente (figuras 21 y 22).

Habrian de hacerse los experimentos pertinentes para determinar el nivel de expresién de

los fragmentos VNAR en Fal 14, debido a que la concentracion del anticuerpo es un factor  
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importante en las pruebas de reconocimiento. Debido a los bajos niveles de expresion

obtenidos en TOPIOF’ y a que es probable que los fragmentos VNAR tampoco se expresen

eficientemente en Fall4, se sugiere buscar otra estrategia de expresidn. En trabajos

anteriores, no se han encontrado muchos clones con niveles de expresién elevados de

vNAR en TOP10F’ (Camacho-Villegas, 2007; Quezada-Ifiiguez, 2008; Mendoza-Porras,

2008), pero esperabamos que al subclonarlos en pTrc99a y expresarlos en Fal14, los

niveles de expresi6n serian mayores debidoa las caracteristicas del plasmidoy la cepa.

Otro factor importante es la pureza del anticuerpo, ya que otras proteinas celulares pueden

estar interfiriendo en los procesos de reconocimiento y catdlisis, asi que lo mas

recomendable seria hacer estas pruebas con las proteinas vNAR purificadas y

cuantificadas. Como consecuencia delo anterior, los experimentos de actividad catalitica in

vitro se consideran preliminares.

Respecto a la complementacién fallida, tenemos dos hipdtesis: 1) el VNAR se expresa en

niveles tan bajos que esinsuficiente para complementarlas necesidadesde las células, 6 2)

estos clones producen anticuerpos simplemente ineficientes. Para corroborar la primera

hipdtesis habrian que medirse los niveles de expresién de vNAR en distintas cepas y su

capacidad de complementacién. Para corroborar la segunda habriamos de repetir los

ensayos de actividad catalitica in vitro en otras condiciones (con la proteina purificada y

cuantificada, mas controles).

Con los oligonucledtidos 2832-F y 2833-R disefiados para subclonar en pTrc99a

pretendiamosque la etiqueta y la cola de histidinasno interfirieran con el plegamiento de la

proteina, y por lo tanto en su eficiencia en la catalisis y en la complementacién. Los

fragmentos vNAR que probamos en estos experimentos eran de los clones 011-23

(+HA,+H6) y 042-2 (+HA,-H6). Aunque obtuvimos plasmidos -HA,—H6,estos no fueron

transformados en Fall4 y Fall4-TyrA, y no sabemossi los fragmentos vNARconestas

caracteristicas hubieran tenido una mejorfuncién en dichos ensayos.  
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VIII. CONCLUSIONES.

1. Logramosseleccionar fragmentos vNAR contra el TSA/CM de unabiblioteca no

inmune del tiburén Heferodontus francisci. Aislamos 92 clonaspositivas por PCR

al inserto de VNAR.

2. Expresamos los anticuerpos vNAR en las cepas TOPI0F’ y Fall4, y mediante

ensayos de reconocimiento detectamos 2 clones con la capacidad de reconoceral

antigeno: 011-23 y 042-2.

3. Verificamos la actividad catalitica de los fragmentos vNAR de estos dos clones

capaces de reconoceral antigeno y ambos demostraron actividad catalitica in vitro,

mas no sobrevivieron en los ensayos de complementacién.
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IX. PERSPECTIVAS.

1. Generar una biblioteca inmune de tiburén y buscar en ella abzimas con actividad

CM.

2. Estandarizarla expresion y purificacién de los fragmentos vVNAR.

3. Generar bibliotecas mutagénicas a partir de las clonas con actividad catalitica

encontradasen este trabajo.

4. Probar el reconocimiento de la clona G4 por nuestro antigeno, asi como su

actividad catalitica CM.
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XI. APENDICE.

MEDIOS DE CULTIVO:

Medio LB
Triptona 10g

Extracto de levadura 5g
NaCl 5g
NaOH 1N 1 mL
Aforar con agua destilada a 1 L y esterilizar

Medio SB
Triptona 32g
Extracto de levadura 20g

NaCl 5g
NaOH 1N 5 mL
Aforar con agua destilada a 1 L esterilizar

Medio SOC
Triptona 20g
Extracto de levadura 5g
NaCl 0.5g

KCl 186 mg 6 10 mL 250 mM
Ajustar el pH a 7.0, aforar con agua destilada a 1 L y esterilizar. Una vez que seenfria,
agregar 10 mL de MgCl 1M (filtrado) y glucosa 20 mM.

Medio minimo(1L, 10x)

Sales M9 10x 100 mL
Glucosa 20% 10 mL
MgSO, 1M 1 mL
CaCl, 100 mM 1 mL
Tiamina-HCl 5 mg/mL 1 mL
1000x aro mix 1 mL

L-triptofano 10 mg/mL 2 mL
L-leucina 10 mg/mL 2mL

L-isoleucina 10 mg/mL 2 mL
L-fenilalanina 10 mg/mL 2mL
Ampicilina 100 mg/mL 1 mL
Kanamicina 25 mg/mL 1 mL  



SOLUCIONES PARA MINIPREP DE PLASMIDO:

GTE(glucosa-Tris-EDTA)
50 mM glucosa
25 mM Tris-Cl pH8
10 mM EDTA

NaOH-SDS

0.2 mM NaOH
1% SDS

Acetato de sodio 3M
408 g de acetato de sodio

Disolver, ajustar el pH a 5.2 con acido acético 3M y aforar con agua destilada a IL.

Solucién amortiguadora TE
10 mM Tris-Cl, pH 7.4, 7.5 u 8

10 mM EDTA pH8

SOLUCIONES PARA PRUEBASDEELISA:

Solucién de revelado ABTS (1 mL)

Bufferde citratos 10x 100 uL

ABTS50x 20 uL

Perdxido 30% luL

Agua destilada 879 wL

PBSIx

NaCl 8g

KCl 0.2 g
Na,HPO, 1.44g

KH2PO,4 0.24 g

Ajustar pH a 7.2,esterilizar y aforar con aguadestilada estéril a 1 L

TPBS

Tween 20 0.05% en PBS Ix.
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