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Resumen de la tesis que presenta lvan Andrés Rosales Fuerte como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia Celular y Molecular.

Seleccion y caracterizacion de nanoanticuerpos de camélidos anti-CDH11

Resumen aprobado por:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Director de tesis

Las cadherinas son moléculas de adhesion fundamentales para el correcto funcionamiento de las
células eucariotas. Ademas, las cadherinas estan involucradas en la adhesién celular, son
relevantes para diversas vias de sefalizacién celular, promoviendo caracteristicas como
migracion, crecimiento y diferenciacion celular. Asi mismo, la cadherina-11 (CDH11), esta sobre
expresada en diversas patologias tales como artritis reumatoide y algunos canceres epiteliales
cuando se vuelven metastdsicos. Es por esto, que en este trabajo se propone la selecciéon de un
dominio VHH (nanoanticuerpo) especificé para el ectodominio 1 de la cadherina 11. (CDH11-EC1).
El método de seleccion fue realizado por medio del despliegue en fagos, obteniendo
bacteriéfagos recombinantes con el domino VHH contrala CDH1-EC1. Para la obtencién de los
bacteriéfagos recombinantes, después de la inmunizacién de las llamas se generd una biblioteca
inmune de =107 transformantes. Posteriormente, después de tres rondas de seleccién y pruebas
de ELISA, se obtuvieron los bacteriéfagos recombinantes capaces de reconocer al CDH11-EC1. De
igual manera, se realizaron ensayos en la linea celular MDA-MB-231, la cual expresa CDH11. Estos
resultados muestran que los bacteriéfagos recombinantes son capaces de reconocer a la CDH11
en esta linea celular, con lo cual se demuestra la correcta seleccidon del nanoanticuerpo anti-
CDH11.

Palabras clave: Nanoanticuerpo, Cadherina-11, Despliegue en fagos, Dominio VHH.
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Abstract of the thesis presented by lvan Andrés Rosales Fuerte as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Cellular and Molecular Microbiology

Selection and characterization of camelids anti-CDH11 Nanobodies

Abstract approved by:

Dr. Rubén Dario Cadena Nava
Thesis Director

Cadherins are fundamental adhesion molecules for the correct functioning of eukaryotic cells. In
addition, the cadherins are involved in cell adhesion, cell signaling pathways, and these are
involved in migration, growth and cell differentiation. Likewise, cadherin-11 (CDH11) is
overexpressed in various pathologies such as rheumatoid arthritis and some epithelial cancerous
cells when they become metastatic. Therefore, in this work, the selection of a VHH domain
(nanoantibody) specified for ectodomain 1 of cadherin 11 (CDH11-EC1) is proposed. The selection
method was performed through phage display, obtaining recombinant bacteriophages with the
VHH domain against CDH1-EC1.To obtain the recombinant bacteriophages, after the llama
immunization, an immune library of =107 transformants was generated. Subsequently, after three
rounds of ELISA selection and testing, the recombinant bacteriophages capable of recognizing
CDH11-EC1 were obtained. Similarly, recombinant phages CDH11 were tested on the MDA-MB-
231 cell line, which expresses CDH11. These results showed that recombinant bacteriophages are
capable of recognizing CDH11 in this cell line, thereby demonstrating the correct selection of the
anti-CDH11 nanoantibody.

Keywords: Nanobody, Cadherin-11, Phage Display, VHH Domain
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Antecedentes.

1.1.1 Moléculas de adhesion celular.

Las células en los diversos tejidos animales pueden adherirse directamente con otra célula a través de
proteinas de membrana especializadas conocidas como moléculas de adhesion celular (CAMs, por sus
siglas en inglés) (Figura 1). De igual manera, estas células pueden adherirse de manera indirecta a través
de receptores de adhesién, que se encuentran en la membrana plasmatica de estas células, hacia la matriz
extracelular. Algunos de estos receptores celulares incluso pueden llegar a cumplir la funcidn de las CAMs

(Humphrey et al., 2014; Jansen et al., 2015).

La adhesion célula-célula no solamente permiten la formacién de diferentes tejidos celulares, sino que,
ademas permiten la transferencia bidireccional de informacidn entre el exterior y el interior de las células.
Esto es porque este tipo de adhesion estd relacionado intrinsicamente con el citoesqueleto, asi como con
diversas rutas de sefalizacidon. Por lo que la presencia de proteinas de adhesidén se ve intimamente
involucrado en varios procesos celulares, incluyendo la supervivencia, proliferacién, diferenciacién vy
migracion celular. Debido a lo cual, los defectos que puedan interferir con estas interacciones adhesivas
pueden ser la causa o contribuir en el desarrollo de enfermedades, incluyendo desordenes

neuromusculares o incluso en cancer (Nieto, 2013).

Moléculas de adhesion celular(CAMs)

J | T
-~ ‘°s.¢ \ - -
" Adaptadore ",, e A= a‘. ..
ATy R ' ‘ ‘

[ Célula

we Qs T
\ T

SO D g \ f J
dess OO ’ 4

Actina
Célula

Figura 1. Moléculas de adhesion celular. Las moléculas de adhesion celular (CAMs) permiten la unidn con otras CAMs
mediante adhesiones célula-célula. De igual manera, las CAMs estan relacionadas intrinsicamente con el
citoesqueleto, principalmente se encuentran en el espacio extracelular, permitiendo la comunicacion celular (Imagen
modificada de Lodish et al., 2016).
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La mayoria de las CAMs se agrupan en cuatro familias principales: las cadherinas, la familia de las
inmunoglobulinas (lg), las integrinas y selectinas (Figura 2). Las CAMs estan conformadas por dominios
multiples, los cuales pueden encontrarse en mas de un tipo de proteina. Alguna de las propiedades de las
CAMs es que pueden conferir la habilidad de unirse especificamente a otras CAMs de células adyacentes,
o incluso a CAMs de la misma célula. Las CAMs permiten, mediante dominios extracelulares, las
interacciones adhesivas entre las células del mismo tipo (adhesiones homotipicas) o entre células de
diferente tipo (adhesién heterotipica). De igual manera, una CAM de una célula puede unirse directamente
al mismo tipo de CAM de otra célula adyacente (unién homofilica) o unirse a otro tipo de CAM (unidn

heterofilica)(Anderson y Van Itallie, 2009; Niessen, 2007).

Los dominios citosélicos de las CAMs pueden reclutar a un conjunto de proteinas adaptadoras (Figura 1).
Estas proteinas actian como uniones que conectan a las CAMs a elementos del citoesqueleto; también
pueden reclutar moléculas intracelulares que son esenciales para las vias de sefializacion (Anderson y Van

Itallie, 2009; Niessen, 2007).

Interacciones homofilicas Interacciones heterofilicas
4 Superfamilia Ig. Selectinas
Cadherinas Integrinas 5
[E-Cadherina) CAMs (NCAM) [P-Selectinag)
Célula 1 ‘ /{
Sitios de ><
unién a B

calcio

Exterior azicares

Membrana plasmatica
Citosol
Célula 2

Dominios "
O o Dominio Domino Fibronectina Dominio

de de
Ic tipo i
cadherina g P Lectina

Figura 2. Familias mayores de las moléculas de adhesion celular (CAMs). Las E-cadherinas cominmente forman
uniones con otras E-cadherinas (union homofilica) sobre la misma o con la célula adyacente. La superfamilia de las
inmunoglobulinas (Ig) de las CAMs pueden funcionar como receptores de adhesion o como CAMs que forman
uniones homofilicas (NCAM) o uniones heterofilicas (uniones con otros tipos de CAMs). Las integrinas funcionan
como CAMs o receptores de adhesion que se unen a proteinas multiadhesivas, como la fibronectina. Las selectinas,
contiene un dominio de lectina que reconoce glicoproteinas o glucolipidos en células adyacentes (Imagen modificada
de Lodish et al., 2016).
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Las CAMs principales que se encuentran en las uniones adherentes en los desmosomas pertenecen a la
familia de las cadherinas. Esta superfamilia de cadherinas de mas de cien miembros puede ser agrupada
en seis subfamilias, en las cuales se encuentran incluidas las cadherinas clasicas y las cadherinas

desmosomales.

Cadherinas clasicas: Estas incluyen a las E-, N-, P-cadherina, las cuales reciben su nombre de acuerdo con
el tejido en las que se identificaron inicialmente (epitelial, neuronal, placenta, respectivamente). Las E-y
N- cadherinas son las que mds se expresan, particularmente en la diferenciacién temprana. En el caso de
la E-cadherina, esta concentrada en las uniones adherentes, asi como en las superficies laterales de las
células, los cuales permiten la adhesién de las membranas celulares adyacentes. La mayoria de las
cadherinas clasicas son mediadas por interacciones homofilicas. La capacidad de adhesidon de las
cadherinas es mediada por la presencia de Ca?* extracelular; es por esta propiedad por la que reciben su
nombre. Algunas moléculas de adhesidn requieren cantidades minimas de Ca?* en el fluido extracelular
para que puedan funcionar correctamente (Oda y Takeichi, 2011). Sin embargo, existen otras moléculas
de adhesion que son totalmente independientes del Ca?* (IgCAMs). La adhesidn inicial de las células
epiteliales estd formada por “acumulaciones” de E-cadherinas, las cuales median la unién inicial de las

células epiteliales y la subsecuente formacidon de monocapas celulares (Figura 3) (Adams et al., 1998).

6

Tiempo transcurrido después de mezclar las células epiteliales (h)

Figura 3. La E-Cadherina media las conexiones epiteliales en células epiteliales MDCK. El gen de la E-cadherina se
fusiono a la proteina verde fluorescente (GFP) y se expresé en las células MDCK. Las células se cultivaron con medio
suplementado con calcio, la distribucion la E-cadherina fluorescente se visualizé con el paso del tiempo (horas). Las
acumulaciones de E-cadherina median la adhesidn inicial de las células epiteliales (Imagen modificada de Adams
et al., 1998).

Cada molécula de cadherina contiene un sélo dominio transmembranal, un dominio citosdlico C-terminal
y cinco dominios extracelulares de cadherinas, nombrados EC1 a EC5. Los dominios extracelulares son
necesarios para la unién de Ca?* y para la adhesidn célula-célula mediada por cadherinas. Las adhesiones
mediadas por cadherinas utilizan dos tipos de adhesiones: conformadas por interacciones tipo cis

(interacciones intracelulares) y, las conformadas por interacciones tipo trans (interacciones intercelulares)
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(Figura 4.a). La unidn de tres iones de Ca?* en cada uno de los sitios localizados entre las repeticiones de
cadherinas permite la estabilizacidn de la estructura alargada y curvada del dominio extracelular (Figura
4.b). Esta estructura curvada es necesaria para la complementariedad molecular que permite la
estabilizacidn de las adhesiones cis y trans entre las moléculas de cadherinas. Estas adhesiones cis y trans
de las propias cadherinas, en conjunto con las interacciones con las moléculas adaptadoras y
citoesqueléticas, permiten las uniones entre las cadherinas de células adyacentes formando arreglos
adhesivos. La unién del dominio EC1 de una molécula de cadherina al dominio EC1 de otra célula

adyacente es la responsable de las adhesiones cis (Figura 4.b)(Glentis et al., 2014; Oda y Takeichi, 2011).

Las caracteristicas clave de las interacciones cis y trans de las cadherinas son: (1) La curvatura dependiente
de calcio de los cinco dominios de cadherina extracelulares que permite la orientacién adecuada de los
dominios EC1 y EC2; (2) para las interacciones cis, en el cual la unién de un lado del dominio EC1 a la
superficie complementaria del dominio EC2 de una molécula adyacente sobre la misma membrana celular;
y (3) para las interacciones trans, la unién del dominio EC1 de la superficie de una célula con el dominio
EC1 de otra cadherina de una célula adyacente. La unién trans EC1-EC1 es estabilizada cuando un
segmento pequefio, en el N-terminal, de cada uno de los dos dominios EC1 se balancean y se contraponen
con su segmento equivalente del dominio de cadherina de la célula adyacente (“strand swap”, Figura

4.c)(Brasch et al., 2012).

El dominio citosdlico C-terminal de las cadherinas cldsicas estd unido a los filamentos de actina del
citoesqueleto por proteinas adaptadoras (Figura 5); estas uniones son esenciales para adhesiones fuertes.
Mientras aumenta la tensidn generada por los filamentos de actina, esto induce a la formacién de grandes
agrupaciones de cadherinas, haciendo la adhesién intracelular mas fuerte. Algunas de estas adhesiones
mediadas por cadherinas y filamentos de actina estdn mediadas por un tipo de proteina adaptadora, la a-
catenina y la B-catenina son ejemplos importantes (Y. Wu et al., 2015). Ambas son mecanosensores que
permiten la unién de las cadherinas y los filamentos de actina (Figura 5) y permiten el cambio de forma
cuando la célula esta sujeta a una fuerza fisica. La ruptura de las interacciones entre las cadherinas clasicas
y las proteinas adaptadoras reduce de manera drdstica la adhesion celular mediada por cadherinas. Estas
disrupciones ocurren espontdneamente en células tumorales, en las cuales a veces ocurre una falla en la
expresion de a-catenina. La B-catenina tiene un doble rol, no solamente media la unién con el

citoesqueleto; también funciona como una molécula de sefializacidn, esta se transloca al nucleo y altera

la transcripcién génica de la via de sefializacién de la Wnt (McMillen y Holley, 2015).
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Figura 4. Interacciones cis y trans de las cadherinas clasicas. (A) Los dominios exoplasmaticos de cadherina estan
unidas por interacciones homofilicas cis y trans. Los dominios extracelulares de cadherina dependientes de Ca?* son
necesarios para formar las interacciones estables de tipo cis y trans. (B) La union de un dominio EC1 de una cadherina
con un dominio EC2 de una cadherina adyacente de la misma célula es la responsable de las interacciones cis. (C) Las
dos vistas rotadas 90° de la unién trans de un dominio EC1 de una cadherina a un dominio EC1 de una cadherina de
una célula adyacente. En la imagen del lado izquierdo se muestran las orientaciones relativas de los dominios EC1.
La imagen del lado derecho muestra como un pequeiio segmento de polipéptido en el N-terminal de cada uno de los
dos dominios EC1(remarcado de color amarillo y azul) se balancea y se sustituye el segmento equivalente del dominio
adyacente (“strand swap”). El “strand swap” coloca la cadena lateral de un residuo de triptéfano en cada uno de los
segmentos en un “binding pocket” sobre el dominio EC1 adyacente. Esta interaccién permite estabilizar la unién
trans (Imagen modificada de Lodish et al., 2016).

Las cadherinas clasicas tienen una distribucién caracteristica y un rol importante durante la diferenciacion

de los tejidos. En el transcurso de la diferenciacién, las cadherinas expresadas en la superficie celular
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cambian, afectando de diversas maneras la adhesion, migracion y divisidn celular. La reorganizacién de los
tejidos celulares durante la morfogénesis es dada por la conversidon de células epiteliales no mdviles,
conocidas como células mesenquimales, las cuales son precursoras de otros tejidos. Esta transicién de
epitelio a mesenquimal (EMT, por sus siglas en inglés) esta asociada con la reduccién de la expresion de la
E-cadherina. La EMT esta relacionada con diversas patologias, un ejemplo es la transicién de células
epiteliales a células de carcinoma. Se sabe que el contacto célula-célula puede inhibir la proliferacion
celular. Durante el desarrollo de los tejidos, una vez que las células epiteliales se han dividido para formar
un tejido bien definido, la divisién se detiene a no ser que estas hayan sido dafiadas o reciban una sefial
parair ala EMT(J. M. Lee et al., 2006). Uno de los mecanismos que es usado para detener la proliferacion
de las células epiteliales es por medio de la regulacidn de la E-cadherina y la catenina de la via de

sefializacion de Hippo, la cual controla la proliferacion celular(C. C. Yang et al., 2015).

Célulal E-cadherina Célula 2
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Figura 5. Interaccion de proteinas adaptadoras con las cadherinas clasicas. Los dominios citosdlicos de las E-
cadherinas se unen directa o indirectamente a multiples proteinas adaptoras (e]. B-catenina), las cuales se unen a los
filamentos de actina (F-actina) del citoesqueleto y participan en las vias de sefializacion intracelulares. En la imagen
se muestran diferentes tipos de proteinas adaptoras enfatizando las variedad de interacciones que pueden ocurrir
con las uniones adherentes (Imagen modificada delLodish et al., 2016).



1.1.2 Cadherina-11, el significado de su sobreexpresion.

La cadherina 11 (CDH11), también conocida como OB-cadherina, es una cadherina del tipo Il que se
expresa preferentemente en los osteoblastos. De igual manera, se expresa pobremente en diversos
tejidos; como cerebro, pulmones y tejido testicular (Kimura et al., 1995, 1996; Okazakis et al., 1994). La
expresion de la CDH11 esta asociada con la diferenciacion de los osteoblastos y se ha propuesto que juega
un papel importante en la migracion celular durante la maduracion de los osteoblastos (Kawaguchi et al.,
2001). De igual manera, durante la embriogénesis temprana, la CDH11 es expresada primordialmente en

tejidos de tipo mesenquimal y no en los de tipo epitelial (Simonneau et al., 1995).

Diferentes tipos de cadherinas han mostrado capacidad de promover la migracién celular (Becker et al.,
2012). En particular, la OB-cadherina promueve la migracién celular en diferentes tipos celulares. En
humanos, por ejemplo, la activacién de la cadherina-11 estd correlacionada con la progresiéon tumoral, asi
como con la artritis inflamatoria (Bussemakers et al., 2000; Chang et al., 2011; Ding et al., 2015; Pishvaian

et al., 1999).

En el caso de la tumorogénesis, se ha demostrado que la CDH11 es sobreexpresada en diferentes tipos de
cancer; incluyendo al cancer de mama, prostata, colon y sarcoma de Ewing (Bussemakers et al., 2000;
Hatano et al., 2015; Pishvaian et al., 1999; Sarrié et al., 2008). En el caso de los canceres de tipo epitelial,
mejor conocidos como carcinomas, uno de sus sellos caracteristicos es la perdida de la E-cadherina para
convertirse en un carcinoma poco diferenciado, es decir, pasan por la transicion EMT (J. Yang y Weinberg,
2008). Las células que sufren este proceso pierden su polaridad, se vuelven resistentes a |la apoptosis v,
por ende, se vuelven invasivas. Estds células tumorales poco diferenciadas se asemejan a las células de
tipo mesenquimal y logran expresar cadherinas de este mismo tipo celular; como la N-cadherinay, de igual
manera, la CDH11. Por lo tanto, ambas cadherinas estdn involucradas intimamente en el proceso

metastdsico (Gravdal et al., 2007; Pishvaian et al., 1999).

Se ha demostrado que la CDH11 se expresa en células de cancer de prdstata que estdn pobremente
diferenciadas, ocasionando que ocurra la transicion de E-cadherina a una de tipo mesenquimal, en este
caso, la CDH11. Esta cadherina se expresa en el estroma de los tumores prostaticos (Figura 6), asi como en
la membrana de los canceres de alto grado de tipo epitelial (Tomita et al., 2000). Debido a que, en este
caso el cancer de préstata, es comun que realice metdstasis hacia los tejidos dseos, se ha propuesto que
la CDH11 es la responsable de mediar la adhesién de las células de cédncer de prdstata hacia los

osteoblastos (Huang et al., 2010). De igual manera, la CDH11 no sélo provee una uniodn fisica entre las
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células de cancer de prostata y los osteoblastos, también incrementa la motilidad celular y la invasién que
facilita la colonizacion metastasica de estas células en los huesos. Esto ocurre debido a la interaccion de la

CDH11 con los dominios de la yuxtamembrana y la B-catenina (Huang et al., 2010).

Figura 6. Ensayo de inmunofluorescencia para cadherina-11 (FITC). (A) Muestra normal de préstata. (B) Muestra de
cancer primario de prdstata. (C y D) Muestra de metdstasis a nodos linfaticos. (A) En areas no malignas, sdélo un
pequefio marcaje es observado en el estroma. (B) La expresion de la Cadherina-11 es fuertemente inducida en las
areas estromales (indicado por el puntero). (C y D) En canceres de alto grado y en metastasis la expresién de
cadherina-11 deja de ser notoria en células estromales, pero sigue presente en células de cancer (indicados con el
puntero) ( Imagen tomada de Tomita et al., 2000).
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Otro caso comun en donde existe una sobreexpresion de CDH11 es en los tejidos metastasicos de cancer
de mama. A pesar de los avances en estrategias terapéuticas y de diagndstico, y del avance en la
patobiologia de este tipo de céncer, sélo se ha manejado terapéuticamente, pero no ha logrado curar;
por lo que es necesario avanzar mas en la busqueda de blancos terapéuticos o en el desarrollo de

estrategias terapéuticas efectivas que logren limitar la metdstasis (Chen et al., 2019).

Ademas del descubrimiento de las células madre cancerosas en tumores en cancer de mama (Al-Hajj et al.,
2003), también se han reportado este tipo de células madre cancerosas en otro tipos de tumores, con lo
cual han dejado de ser propias en el cancer de mama (Koury et al., 2017). Este tipo de células tienen la
capacidad de auto renovacién, asi como de diferenciarse en células tumorales heterogéneas. Ademas,
estas células han sido implicadas en la diseminacion metastdsica de células cancerosas en diversos
modelos de cdancer, incluyendo el cancer de mama, y han mostrado una mayor resistencia a los

tratamientos quimioterapéuticos, llevando a una recaida de los pacientes (Abdullah y Chow, 2013).

La via de sefializacién Wnt es la principal reguladora de la auto renovacién celular y ayuda a mantener el
estado indiferenciado tanto de las células de tipo mesenquimal, asi como de las células madre cancerosas
(Ling etal.,, 2009; Pohl etal., 2017). La presencia del ligando Wnt ha mostrado que promueve la
translocacion de la B-catenina al nucleo y activa la via de sefializacién Wnt (Zhan et al., 2017). Se ha
demostrado que, detener la expresion de la B-catenina reduce la poblacién de las células tipo madre, asi
como su quimioresistencia a la doxorrubicina (Xu et al., 2015). En la membrana, la B-catenina se une a
diferentes cadherinas en el complejo de unidn de adhesidn y se estabiliza; sin embargo, la B-catenina es
degradada en el citoplasma por el complejo APC-Axin-GSK3B en ausencia de ligandos Wnt (Hendriksen
et al., 2008). De hecho, las cadherinas inhiben la activacidén candnica de la via de sefializacion Wnt; debido
a que mantienen a la B-catenina en la membrana. De igual manera, la translocacién de la B-catenina es
prevenida debido a la ausencia del ligando Wnt (Orsulic etal., 1999). Durante el proceso EMT, las
cadherinas actian como un grupo de B-catenina competente en adherencia dependiente de calcio, el cual
es el principal mediador para la activacién candnica de la via de sefalizacidn Wnt, por lo que, retirando las
cadherinas reduce la B-catenina en la membrana y suprime la activacién de la via de sefializacién Wnt a

pesar de la presencia de B-catenina en el citoplasma (Figura 7) (Howard et al., 2011).
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Figura 7. Via de sefalizacion Wnt. (A) En presencia de la sefial Wnt, la B-catenina es liberada de la CDH11, la cual se
acumula en la regidn perinuclear y se transloca al ndcleo donde activa genes reguladores que aumentan la
autorenovacién, migracion e invasion celular. (B) En ausencia de CDH11, la cantidad de B-catenina es disminuida
considerablemente, por lo que la sefializacion Wnt es detenida, y los genes de regulacién de la via candnica de
sefializacidn Wnt permanecen inactivos (Imagen modificada de Satriyo et al., 2019).

Finalmente, la CDH11 es considerada un blanco importante en la artritis reumatoide, la cual es una
enfermedad inflamatoria con propiedades incluso comparadas con el cancer; esto debido a que la sobre
expresion de CDH11 esta relacionada con las mismas propiedades de proliferacidn y migracidn que se ha
demostrado en diversos canceres. Por lo que la administracion sistémica de un anticuerpo anti-CDH11,
revierte la proliferacidon y migracién de los sinoviocitos a los sitios de la inflamacién de las articulaciones

y, por lo tanto, atenua los sintomas de la artritis reumatoide (D. M. Lee et al., 2007).

El sinovio consiste en un revestimiento de fibroblastos y macréfagos que se superponen a un sub-
revestimiento de tejido conectivo. El tejido sinovial normal, forma una membrana en las esquinas de las

articulaciones y se encarga de proveer lubricacidn y nutrientes para el cartilago. En el caso de la artritis
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reumatoide, el sinovio es el sitio principal de inflamacién y participa en una respuesta del mismo tejido
que dana el cartilago y el hueso. En 2007, se demostré que la CDH11 es esencial para el desarrollo del
sinovio. De igual manera, la CDH11 determina el comportamiento de los sinoviocitos en la respuesta del
tejido proinflamatorio y del destructivo en la artritis inflamatoria (D. M. Lee et al., 2007). La presencia de
CDH11 (Figura 8.A), asi como de B-catenina en sinoviocitos tipo fibroblastos (Figura 8.B) ha sido confirmada

por microscopia confocal.

Figura 8. Microscopia inmunofluorescente en sinoviocitos tipo fibroblastos. (A) Células marcadas con anti-CDH11,
mostrando expresion de CDH11l en las uniones adherentes. (B) Células marcadas con anti-B-catenina. (C)
Colocalizacién de la CDH11 con la B-catenina en sitios de la interfase celular, los cuales corresponden con las uniones
adherentes de la célula (Imagen tomada de D. M. Lee et al., 2007).

Es por esto, que la cadherina-11 puede ser un blanco potencial para tratar diferentes tipos de canceres
(mama, prostata, colon), por ser considerado como un promotor metastasico (Li et al., 2014). De igual
manera, su sobreexpresion esta intimamente relacionada en el desarrollo de la artritis reumatoide. El
desarrollo de un tratamiento contra la CDH11 podria ser crucial para mejorar la prognosis de las patologias

mencionadas anteriormente.

1.1.3 Inmunoterapia: anticuerpos monoclonales y sus derivaciones recombinantes.

Frente a una afeccién ocasionada por alguna patologia en mamiferos, se desencadena una respuesta por
receptores para motivos proteicos de dichas patologias lo cual permite el inicio de una cascada efectora
contra dichas patologias (Beutler, 2004). Como resultado, se origina una respuesta adaptada hacia el
patdgeno, la cual se caracteriza por la diferenciaciéon de linfocitos que reconocen especificamente los

antigenos del patdgeno en cuestién, contribuyendo en su eliminacién y generando memoria inmunoldgica
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contra dicho antigeno. En estos procesos mencionados participan los linfocitos B y los linfocitos T (Delves

y Roitt, 2000).

En cuanto a la estructura de los anticuerpos convencionales, conocidos como inmunoglobulinas (Ig), tienen
una estructura compuesta por un par de cadenas pesadas idénticas (Heavy, por sus siglas en inglés) y un
par de cadenas livianas idénticas (Light, por sus siglas en inglés) ambas unidas por puentes disulfuro
(Porter, 1963). Cada cadena liviana consiste en un dominio variable (V) y uno constante (C.). Por otra
parte, cada cadena pesada consiste en un dominio variable (Vi) y hasta cuatro dominios constantes (Cya-
n3). De igual manera, en la cadena pesada existe una region bisagra la cual le confiere flexibilidad ala Igy
a través de donde tiene lugar la interaccidn de cada heterodimero (V/C.:Vn/Cu) permitiendo la formacion
tipica en “Y”(Cohen y Milstein, 1967). La union de los dominios variables de cada cadena forma el sitio de
unién a antigeno Fab (antigen binding fragment, por sus siglas en inglés), la cual representa el paratopo
del anticuerpo. De igual manera, la union de la region constante de las Ig forma la region cristalizable (Fc),

la cual se encarga de la mayoria de las funciones efectoras (Figura 9.A) (Steinmeyer y McCormick, 2008).

Las Ig se clasifican en cinco isotipos: IgM, IgD, 1gG, IgE e IgA. Las IgM poseen una potente capacidad de
activacion del complemento y promocidn de la fagocitosis para la contencién del patégeno. Las IgA se
encuentran en las superficies de las mucosas. Las IgE estan involucradas en la contencidn contra parasitos
y en enfermedades ocasionadas por alérgenos. Las IgD se coexpresan con las IgM sobre la superficie de
los linfocitos B maduros antes de la estimulacién antigénica (Finkelman et al., 1976; Ruddick y Leslie, 1977).
Finalmente, las 1gG son la clase mas abundante, constituyendo el 70-75% de las Ig totales (Cohen y

Milstein, 1967).

La variacion en la capacidad de reconocimiento de antigenos de los anticuerpos se debe a la presencia de
las regiones hipervariables de complementariedad (CDRs, Complementarity Determinant Region, por sus
siglas en inglés). La regién variable de cada cadena de Ig contiene tres de estas regiones, CDR1, CDR2 y
CDR3, las cuales estan unidas a regiones menos variables denominadas marcos (FR, framework, por sus
siglas en inglés) (Kabat y Wu, 1991). Los FR estan altamente conservados y son de importancia en la
preservacion de la estructura, plegamiento y estabilidad del anticuerpo (David et al., 2007; Padlan, 1994).
Cuando los dominios Vu y Vi se aparean en el anticuerpo, se ponen en contacto las tres CDRs, conformando
el paratopo, en el cual el CDR3 de ambas cadenas ocupa la porcidn central. Entre diferentes especies la
longitud de los CDR1 y CDR2 resulta muy similar, sin embargo; la longitud de la CDR3 varia
considerablemente (Elvin A. Kabat, Tai Te Wu, Harold M. Perry, Carl Foeller, 1991).
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Las aplicaciones de los anticuerpos son varias debido a su extraordinaria propiedad de ser especificos. Esto
los hace herramientas de suma importancia para labores de investigacion, diagndstico y terapia. El
descubrimiento mas importante para el uso a gran escala de los anticuerpos fue debido al desarrollo de
las tecnologias de produccion en hibridomas por Georges Kéhler y César Milstein. El método consistia en
producir lineas celulares estables, conocidas como hibridomas, las cuales pudieran producir una cantidad
ilimitada de anticuerpos monoclonales (mAbs) a través de la fusiéon de linfocitos B productoras de
anticuerpos con una linea celular de mieloma que fuera compatible. Las lineas celulares exitosas para este

método fueron las de ratdn, rata y conejo (Kéhler y Milstein, 1975).

Por otra parte, las estimaciones situan al mercado mundial de anticuerpos usados en investigacién en 200
millones de ddlares anuales y en aplicaciones diagndésticas en 800 millones de délares. Las mayores cifras
estdn asociadas a la comercializacién de anticuerpos terapéuticos, siendo 75,000 millones de délares en
2013 (Ecker et al., 2015). La efectividad del tratamiento con los mAbs se debe al efecto directo de la
interaccion con el antigeno, ya sea por neutralizacién o por su accion bioldgica, por ejemplo, al activar el
receptor celular blanco sobreexpresado en células tumorales induciendo la apoptosis. En otros casos, la

actividad resulta de las funciones efectoras asociadas al dominio Fc (Scott et al., 2012).

El fragmento recombinante funcional mas pequefio derivado de los anticuerpos convencionales es la
unidad scFv (Single chain, por sus siglas en inglés), donde los dominios Vy y V. se encuentran unidos por
enlaces covalentes (Hudson, 1998) (Figura 9.A). Debido a su tamafio de 25 kDa, pueden ser producidos de
forma recombinante en bacterias con altos rendimientos (Skerra y Pliickthun, 1988). Sin embargo, su uso
para aplicaciones terapéuticas es limitado por su corta vida media en circulacion debido a su rapida

absorcion y excrecion por los rifiones (Sanz et al., 2005).
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(A)

Figura 9. Representacion esquematica de anticuerpos encontrados en suero de llama. (A) Los anticuerpos
convencionales (IgG1) contienen dos cadenas ligeras (L) (dominios VL y C) y dos cadenas pesadas (H) (compuestos de
dominios Vu, Ch1-3 y bisagra) los primeros dos dominios de la cadena H y la cadena L forman el fragmento Fab. Un par
de VH y VL pueden ser unidos genéticamente en un sélo fragmento variable de una sola cadena (scFv). (B) los IgG:2 e
IgGs, los cuales sélo se componen de cadenas pesadas (hcAbs); cada cadena pesada contiene dominios VHH, bisagra
y Ch2-3. El dominio bisagra de los IgG2 es mas larga en comparacién con el de los IgGs. Como se indica en la figura, los
dominios CH2 y CHs conforman la parte Fc. Un dominio VHH recombinante es conocido como nanoanticuerpo (nb),
el cual es altamente soluble y no muestra unién a otras proteinas hidrofébicas (Bannas et al., 2017; Muyldermans,
2013) (Imagen tomada de Muyldermans, 2013).

1.1.4 Nanoanticuerpos, otra posible alternativa.

En los afios 90’s se encontrd que los camellos, ademas de tener anticuerpos convencionales Ig, tenian
anticuerpos estructuralmente diferentes que carecian de cadenas livianas. Estos anticuerpos
homodiméricos estan compuestos solamente de dos cadenas pesadas hcAbs (heavy chain antibodies, por
sus siglas en inglés). Cada cadena pesada estd formada por regiones variables y constantes referidas como
VuH y CuyH, respectivamente. De igual manera, estos tipos de anticuerpos se encontraron en llamas y
alpacas (Hamers-Casterman et al., 1993) (Figura 9.B). En 1995, se encontrd una forma similar de hcAbs en
peces cartilaginosos que recibieron el nombre de NAR (New Antigen Receptor, por sus siglas en
inglés)(Greenberg et al., 1995). Con base a estudios se han diferenciado tres tipos de 1gG en camélidos
(IgG1, 1gG2 e 1gGs). La IgG: es la mas abundante y corresponde a los anticuerpos tetraméricos
convencionales y las IgG; e 1gG3 corresponden a los hcAbs (Hamers-Casterman et al., 1993). En los hcAbs,

la regidn bisagra es lo que permite diferenciar entre las I1gG; e IgGs. La primera presenta una region de
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bisagra de 35 aminodcidos, mientras que la segunda es de 15 aminodacidos (Muyldermans, 2013) (Figura
9.B). La estructura general de los hcAbs se asemeja a la IgG convencional, en la cual los dominios variables
estan formados por cuatro frameworks y tres CDRs. Sin embargo, presentan caracteristicas que los
diferencian. Primero, los hcAbs carecen del dominio constante Cy1, lo cual genera que el dominio variable
VHH (nanoanticuerpo) se conecte directamente a la regién bisagra y al dominio Fc (Hamers-Casterman
et al., 1993). Segundo, el Fab esta reducido a un Unico dominio (Figura 9.B). Esto surge por la ausencia del
dominio Cu1, en el cual los anticuerpos convencionales interaccionan con el dominio constante C,

estabilizando el fragmento de unidn a antigeno (Vs/VL).

Asi en camélidos como en tiburones, el dominio de unién al antigeno de los hcAb estd reducido a
aproximadamente =130 aminoacidos (=14 kDa, 4 nm de largo y 2 nm de ancho). Y representan los
fragmentos de union a antigeno mas pequefios conocidos derivados de Ig convencionales (Muyldermans,
2013). De igual manera, presentan la particularidad que reconocen epitopos muy diferentes a los que
normalmente son reconocidos por los anticuerpos convencionales. La ausencia de la cadena liviana en los
hcAbs requirié de una modificacion en su estructura para su adaptacién. Este cambio surgid, en el dominio
VHH, a nivel del FR2 en el cual presenta sustituciones en cuatro aminoacidos altamente conservados:
V2GHL5OW32, Estos aminodcidos se encuentran en el Vy e interaccionan directamente con el Vi por medio
de interacciones hidrofdbicas (Chothia et al., 1985), por lo que la ausencia de este dominio se produciria
la agregacidn de estos. La sustitucién por otros aminodcidos més hidrofilicos (F*2E*R>°G>2) aumenta la
solubilidad de los VHH evitando la agregacidn de estos (Muyldermans, 2001). Esta caracteristica, ademas
proporciona que el dominio VHH presente propiedades como resistencia quimica y térmica (Muyldermans,

2013).

Una de las caracteristicas importantes en los VHH es la longitud del CDR3, la cual es 50% mds largo en
comparacién con los anticuerpos convencionales (Figura 10) (Muyldermans, 2001; T. Te Wu et al., 1993).
Ademads, el CDR3 presenta una gran flexibilidad conformacional, lo cual permite ajustarse a la interaccidn
con el antigeno, particularmente cuando se trata de epitopos cdncavos. EI CDR3, por si sélo, contribuye
con el 50% al 100% de la superficie de interaccién con el antigeno (Muyldermans, 2013). Otra caracteristica
importante, es que el dominio VHH es considerado de “baja” inmunogenicidad, debido a que presenta una
homologia del 80% en comparacidén con la secuencia del dominio VH humano, lo cual abre las puertas para
aplicaciones terapéuticas, imagenologia y diagndstico (Chakravarty et al., 2014; De Meyer et al., 2014;

Kijanka et al., 2015).
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Figura 10. Comparacion del dominio VHH de un anticuerpo de cadena pesada con su contraparte VH-VL de un
anticuerpo convencional. Los tres CDRs estan resaltados en rojo, la regidén framework esta resaltado en azul (dominio
VHH de camélido) y en amarillo (dominio VH y VL de humano). El CDR3 contribuye a la diversidad y especificidad del
anticuerpo hacia el paratopo. De igual manera, la longitud del CDR3 del VHH es considerablemente mas larga en
comparacioén con su contraparte VH humana. Una caracteristica distintiva del VHH es que se une a su blanco con un
solo dominio, mientras que el VH humano se une a su blanco en conjunto con el dominio VL asociado no
covalentemente entre ellos. Otra caracteristica particular del dominio VHH es que la region de marco de referencia
(framework, por sus siglas en inglés) es totalmente hidrofilica, mientras que el dominio VH contiene un lado
hidrofébico el cual encara al dominio VL (resaltado en negro). La interfase hidrofébica ayuda a mantener la
orientacién adecuada de los seis CDRs de los dominios VH y VL hacia el pard5-topo. La region del framework 2 del
dominio VHH es hidrofilica (indicada con lineas punteadas), aportando una mayor estabilidad y solubilidad en
comparacién con el dominio VH. Debido a que el CDR3 del dominio VHH es mas largo en comparacién con el dominio
VH, puede alcanzar cavidades sobre antigenos blanco, los cuales son inaccesibles para anticuerpos convencionales
(Bannas et al., 2017) (imagen modificada de Bannas et al., 2017).

Es por esto que, con las propiedades mencionadas anteriormente, los nanoanticuerpos son atractivos para

su aplicacidn en investigacion, diagndstico y terapia. Las caracteristicas principales estos son:

e Conservacion de la especificidad original durante la construccion de la biblioteca debido a que no

existe apareamiento con la cadena liviana (Muyldermans, 2013).

e Son de menor tamafio (15kDa en comparacién de 30kD de los scFv).

e Comportamiento monomeérico (los scFv se dimerizan en su construccién)(Muyldermans, 2001).

e Alto nivel de expresidn en bacterias y levaduras (Thomassen et al., 2005).

e Facil inclusion en proteinas recombinantes quiméricas (Harmsen y De Haard, 2007).
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e Mayor estabilidad quimica y térmica. Los nanoanticuerpos se desnaturalizan a 2.3-3.3 de M de

cloruro de guanidinio y a 60-80°C (Dumoulin et al., 2009).

e Debido a su tamano, los nanoanticuerpos pueden penetrar en tejidos y atravesar barreras, por
ejemplo, la hematoencefalica, logrando reconocer epitopos que no son alcanzados por

anticuerpos no convencionales (Abulrob et al., 2005; Lafaye et al., 2009).

e Alta afinidad de reconocimiento al antigeno (de concentraciones nano a sub-

nanomolar)(Muyldermans, 2013).

e “Baja inmunogenicidad en humanos debido a su homologia con los genes V (Deschacht et al.,

2010).

e Unidn a epitopes criticos de dificil acceso para un anticuerpo convencional (Lauwereys et al.,

1998).

Es por esto que la seleccidn y caracterizacidon un nanoanticuerpo anti-CDH11 podria ser de utilidad en la
deteccidn, asi como en la disminucién de su sobreexpresidn que es caracteristica en algunos canceres y en

artritis reumatoide. Por lo que esto podria mejorar la prognosis de estas patologias.

1.1.5 Despliegue en fagos (Phage Display).

Los nanoanticuerpos recombinantes se obtienen a partir de bibliotecas de expresion de fagos (phage
display, por sus siglas en inglés), las cuales son construidas a partir de linfocitos de camélidos inmunizados
(Holliger y Hudson, 2005). Después de realizar un proceso de inmunizacion de 6-8 semanas es posible que
el espécimen genere una respuesta de hcAbs de alta afinidad contra el antigeno. Posteriormente, a partir
de la sangre periférica del espécimen inmunizado se purifica la seccion donde se encuentran los linfocitos
B, para amplificar los genes de la region variable de la cadena pesada del repertorio total de los anticuerpos
(dominio VH y VHH). Los genes amplificados se clonan en un vector que permita la expresién del dominio
VHH en fusidén con una proteina de cépside del bacteriéfago M13, generando de esta manera la biblioteca
de nanoanticuerpos en bacteriéfagos filamentosos (Arbabi Ghahroudi et al., 1997; Barbas lll et al., 2001;

van der Linden et al., 2000).



18
La posterior seleccién de los VHH de interés a partir de la biblioteca mencionada se realiza por medio de
la interaccion con el antigeno de interés inmovilizado (panning, por sus siglas en inglés). Debido a que es
posible alcanzar una alta representatividad de la diversidad original de la biblioteca de VHH es comun aislar
nanoanticuerpos de alta afinidad con constantes de disociacidn nanomolar o subnanomolar (Pellis et al.,
2012). La generacidn de bibliotecas VHH, en comparacion con las bibliotecas derivadas de anticuerpos IgG,
es mucho mas eficiente. Esto se debe a que, en las bibliotecas de VHH, la especificidad se debe a un sdlo
dominio y una vez clonado reproduce la especificidad original. Por otra parte, en las bibliotecas derivadas
de anticuerpos IgG, la especificidad depende en el apareamiento de los dominios VH y VL, y el
apareamiento se pierde durante la clonacion individual y, posteriormente, en el ensamble de ambos
genes, los cuales resultan combinados en forma aleatoria, por lo que la especificidad original se recupera
con muy baja frecuencia. Por lo que una biblioteca con una diversidad de 10° es los suficientemente
representativa del reportorio VHH, caso contrario que se necesita una biblioteca con una diversidad de
10° de clonas de scFv o Fab para lograr una representatividad equivalente. La alta diversidad inherente a
las bibliotecas de los VHH, hace que sea posible, en ocasiones, aislar anticuerpos contra antigenos que no
fueron utilizados en la inmunizacién del espécimen (Tanha et al., 2001). Sin embargo, la afinidad de los
nanoanticuerpos que se seleccionan de esta manera es modesta, explicando la ausencia de maduracién
de afinidad in vivo. El problema de baja afinidad puede mejorarse in vitro usando diversos métodos de

seleccidn (Yau et al., 2005).

La tecnologia de despliegue en fagos fue desarrollada por Smith en 1985 (Smith, 1985), esta se basa en el
uso de virus bacteriéfagos los cuales han sido modificados para que expresen proteinas o péptidos
recombinantes fusionados a alguna proteina de la cdpside. Durante el proceso de ensamblaje en la
membrana bacteriana, las proteinas de fusidn son incorporadas a la particula viral. Debido a que el mismo
ADN que codifica para las proteinas de fusién también es empaquetado dentro de la particula viral, se
forma un nexo directo entre el ADN encapsidado (genotipo) y la proteina de fusién (fenotipo). Esta union,
en conjunto con la capacidad infectiva que es retenida por el bacteriéfago, constituyen la base para la

seleccidn de clonas individuales entre millones que se encuentran presentes en la biblioteca.

El bacteridfago que mas se utiliza para esta técnica es el fago M13, el cual es miembro de la familia de los
fagos filamentosos, los cuales reciben su nombre por su estructura alargada de aproximadamente 880 nm
de largo por 6.5 nm de didametro. Este fago puede infectar a las cepas de E. coli que contengan el plasmido
conjugativo F, el cual, a través de su unidn al pilus de la bacteria, da lugar la translocacién del ADN del fago
hacia el citoplasma celular. Por otra parte, en la replicacion del genoma del fago participan proteinas del

mismo virus, asi como de la célula huésped, y su empaquetamiento da lugar a un fago que se libera al
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exterior de la célula sin causar lisis alguna. EL bacteriéfago M13 tiene una masa molecular de 16.3 MDa,
de la cual el 87% esta constituido de proteinas de capside encargadas de encapsular al ADN de cadena
sencilla (=6.4kb). El genoma del fago M13 codifica para once proteinas, las cuales cinco proteinas
componen la capside del fago y las otras seis proteinas estdn involucradas en la maduracion del fago
dentro de la E. coli. La capside esta formada por el ensamblaje de 2700 copias de la proteina pVIll y cinco
copias de cada una de las otras cuatro proteinas de la capside (plll, pVI ,pVIl, plIX) las cuales se ubican en
los extremos del fago (Figura 11). La plll se encarga de unirse al pilus de la E. coli, iniciando el proceso de
infeccion. Los dos dominios del extremo N-terminal de la plll participan en el proceso de infeccién. Por
otra parte, el extremo C-terminal ancla la proteina a la particula viral (Barbas et al., 1991; Barbas Il et al.,

2001).

P @ = e
plll  pVvl pVvIl PVl pIX

Figura 11. Estructura del bacteriéfago M13. Esquema del bacteriéfago M13 en donde se muestran las diferentes
proteinas de capside. Dentro se encuentra el ADN viral de cadena simple. El M13 presenta una estructura cilindrica
y la capside estd conformada en su mayoria por la proteina pVIll, alrededor de 2700 copias. En una de las
extremidades se encuentran 5 copias de las proteinas pVIl y pIX. Por otra parte, en el extremo opuesto, se ubican 5
copias de las proteinas plll y pVI. Las proteinas plll y pVIIl son las mas utilizadas para la tecnologia de despliegue en
fagos (Imagen modificada de Barbas Ill et al., 2001).

La plll es la proteina mas comun para la expresion de fragmentos de anticuerpos o proteinas
recombinantes grandes debido a que esta es la ultima proteina incorporada en el ensamblaje del fago
M13, por lo que tolera la fusién de proteinas sin distorsionar la estructura de la capside viral (Hammersy
Stanley, 2014). Actualmente, las técnicas de phage display se basan en el uso de vectores fagémidos. Un
vector fagémido, es un vector de expresidn que contiene el gen de la proteina de la capside que se usa en
el despliegue con un sitio de clonacidn en su extremo 5” para introducir el gen de interés a expresar en
una de las proteinas del fago. Ademas el fagémido contiene un origen de replicacion “f1” que permite que
la replicacion del ADN y su empaquetamiento en los fagos (Arbabi Ghahroudi et al., 1997). Sin embargo;

el fagémido carece de los genes responsables para realizar el empaquetamiento, y replicacién de las otras
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proteinas de la cdpside del M13. Por lo que, una vez que el fagémido es introducido en una E. coli, este
puede ser empacado en particulas virales si la bacteria es infectando con un fago ayudador (helper phage,
por sus siglas en inglés) (Gupta et al., 2013). Los fagos ayudadores mas utilizados son el M13K07 vy el
VCM13. En ambos fagos, el genoma contiene mutaciones que hacen que su propia replicacién vy
empaquetamiento sea poco eficiente, haciendo que el fagémido sea empaquetado preferentemente,
garantizando que la mayoria de las particulas virales contengan el fagémido (Vieira y Messing, 1987).
Debido al tamafio menor del fagémido, estos presentan una eficiencia de transformacién mayor, la cual
es importante para la obtenciéon de bibliotecas de alta complejidad. De igual manera, al obtener una
particula viral recombinante (la proteina recombinante y la nativa se incorporan a la particula viral) se
asegura que se mantenga la capacidad infectiva del fago cuando se usa la proteina plll (Gupta et al., 2013)

(Figura 12).

Uno de los vectores de expresion cominmente usado es el pComb3X, el cual fue desarrollado por el
laboratorio de Barbas (Barbas et al., 1991). Este vector tiene una version truncada de la plll, la cual carece
de los dominios N-terminal vinculados al proceso de infeccidn. Esta caracteristica es importante debido a
que la expresién de la plll en el interior de la bacteria la hace inmune a la sobreinfeccién, y si la plll se
acumula debido a la presencia del fagémido pComb3X se dificulta la sobre expresién con el fago ayudador
y, por ende la generacidn de particulas virales (Barbas Il et al., 2001). De igual manera, el vector presenta
una secuencia lider que dirige el VHH clonado en el extremo 5" de la plll truncada hacia el periplasma de
la bacteria, donde se encuentra un ambiente favorable para el plegamiento y formacién de puentes

disulfuro, los cuales son esenciales para la actividad del fragmento del anticuerpo.
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Linfocito B PCR de retro-transcripcion Gen VHH Fusion en Infeccidn con
fagémido M13 ayudador recombinante

Figura 12. Obtencion de bacteriéfago M13 recombinante. Una vez obtenidos los linfocitos del espécimen
inmunizado, se procede a extraer el ARN para realizar un PCR de retrotranscripcion vy, asi, amplificar el gen VHH.
Posteriormente, el gen VHH se liga a un vector fagémido para transformar una cepa de E. coli. Después para poder
amplificar bacteriéfagos M13 recombinantes, se infecta con un bacteriéfago ayudador. De esta manera, es posible
obtener bacteriéfagos que expresen el fragmento de anticuerpo VHH sobre la proteina viral plll.
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Una vez generada la biblioteca de los fragmentos de anticuerpos es importante realizar los pasos de
seleccidn, los cuales permiten aislar los clones de los fagos que expresan los fragmentos de anticuerpos
con la especificidad de interés. Esto se logra incubando la biblioteca original con el antigeno de interés
inmovilizado en placas, particulas magnéticas o células, para que exista la interaccidn
antigeno/anticuerpo, seguido de exigentes etapas de lavado para remover los fagos que no hayan
interaccionado con el antigeno. Este proceso se conoce como panning. Este proceso se puede adaptar a
diversas modalidades, asi como el panning in vivo (Hammers y Stanley, 2014). Por lo general, el realizar
tres rondas de seleccién casi el 100% de los clones evaluados son especificos para el antigeno de interés.
Esto se verifica infectando a la E. coli con los fagos eluidos de la ultima ronda de seleccién y ensayando la
reactividad de clones individuales de la bacteria. En el caso del fagémido pComb3X esto se facilita por la
presencia de un codén amber entre el VHH y la proteina viral plll, que la cepa de E. coli suprime
parcialmente. Por lo que el VHH producido termina en el sobrenadante fusionado a colas peptidicas, lo

cual permite seleccionarlos (Rossotti, 2015).

Es por esto, que la técnica de phage display, permitird seleccionar, caracterizar y amplificar el fragmento
VHH contra la Cadherina-11. El cual podria superar las dificultades que actualmente presentan los

anticuerpos monoclonales.
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Figura 13. Seleccion del M13 recombinante contra el antigeno especifico. Clones especificos son obtenidos por
medio de la interaccidn contra el antigeno especifico, el cual estd adherido a una placa o columna de alta afinidad.
Los clones no especificos son eliminados por medio de una serie de lavados, seguido de la elucidn de los clones
especificos a través del uso de una enzima con actividad proteasa. Los fagos recombinantes eluidos son amplificados
para iniciar con otra ronda de seleccién (Imagen modificada de C. M. Y. Lee et al., 2007).
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1.2 Justificacion

La sobreexpresion de Cadherina-11 en diversas patologias (algunos tipos de cancer y artritis reumatoide)
ha hecho que se considere como un posible blanco terapéutico o de diagndstico. Actualmente, el uso de
anticuerpos monoclonales y sus fragmentos derivados (Fab) se ha utilizado para interaccionar con la
Cadherina mencionada anteriormente. Sin embargo, una de sus principales desventajas que presentan

son el costo y las posibles reacciones anafilacticas que estos podrian ocasionar.

Debido a las caracteristicas del dominio VHH, también conocido como nanoanticuerpo, su tamano
(15kDa), su quimio y termorresistencia, asi como una homologia de alrededor del 80% de su secuencia en
comparaciéon con los dominios VH de las Ig humanas, pueden ser considerados como excelentes
candidatos para la deteccidn y accién sobre la Cadherina-11. De igual manera, el hecho de ser una proteina
recombinante pequeiia de un sélo dominio, presentan la ventaja de ser producidas por la técnica de
despliegue en fagos (phage display) usando una biblioteca con una diversidad media (>10°), abaratando
el costo de su produccidon. Por lo que en este proyecto se propone seleccionar y caracterizar un
nanoanticuerpo contra la Cadherina-11 para el posible tratamiento y deteccién de las patologias

mencionadas anteriormente.

1.3 Hipaétesis

Es posible la seleccion y caracterizacion del dominio VHH que presente actividad contra la Cadherina-11

por medio de la técnica de despliegue en fagos.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general.

Seleccionar y caracterizar dominios VHH derivados de camélidos que presenten actividad hacia la

Cadherina-11.
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1.4.2. Objetivos especificos.

e Construcciéon de una biblioteca inmune de dominios VHH derivados de anticuerpos hcAb de

camélidos.

e Expresar los dominios VHH sobre la proteina viral plll mediante la técnica de phage display.

e Seleccionar bacteriéfagos recombinantes afines a la Cadherina-11 mediante un biopanning.

e Corroborar la presencia del gen VHH en las cepas infectadas con los bacteriéfagos recombinantes.

e Evaluar la capacidad de los fagos recombinantes de adherirse a las Cadherina-11 en linea celular

MDA-MB-231.



24

Capitulo 2. Metodologia

2.1 Inmunizacidn de espécimen.

La inmunizacién de la llama se realizé utilizando un péptido sintético de CDH11-EC1 (secuencia indicada
en la seccién de Anexos) (Syverson et al., 2011), la cual fue encdpsidada en particulas virales de CCMV y
BMV. El espécimen se inmunizé con 200 pg por aplicacién, realizado una vez por semana. El procedimiento

de inmunizacion se realizé por 6 semanas (Figura 14.A).

2.1.1 Obtencion de linfocitos.

Después de haber transcurrido 5 dias de la ultima inmunizacién, se recolectaron 100 mL de la sangre
periférica de la llama. Esta se recolecté en un tubo de 500 mL en los cuales contenian EDTA y se mezcld
homogéneamente para evitar su coagulacion (Figura 14.B). Para la obtencion de los linfocitos se utilizo el
kit Lymphoprep. Primeramente, la sangre recolectada se diluyd con solucién salina en una relacién 1:1.
Después, se agregaron 10 mL del reactivo Lymphoprep en un tubo de 50 mL y, después, se agregaron 30
mL de la sangre previamente diluida. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 800 G, a temperatura

ambiente, por 20 minutos. Posteriormente, con una pipeta Pasteur, se retird la interfase formada, que es

donde se encuentran los linfocitos (Figura 14.C).

Figura 14. Extraccion y obtencién de linfocitos. (A) Llama utilizada para el proceso de inmunizacién. (B) Proceso de
obtencidn de la sangre periférica, en la cual se obtuvo a partir de la arteria cercana a la yugular. (C) Sangre periférica
diluida en combinacién con el reactivo Lymphoprep.
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2.2 Obtencion de la biblioteca inmune.

Para la obtencidn de la biblioteca inmune se tomd como base la metodologia propuesta por Pardony

colaboradores en 2014 (Pardon et al., 2014a).

2.2.1 Extraccion de ARN total.

Para la extraccion de ARN se utilizaron 200 pL de linfocitos, los cuales fueron diluidos en 2 mL de buffer
PBS (0.24 g de KH;PO4, 1.41 g de Na,HPQO,, 0.2 g de KCl y 8 g de NaCl) y se centrifugd a 800 G, por 20
minutos, a 4°C. Posteriormente, se retird el sobrenadante cuidadosamente con micropipeta. Los pellets
formados fueron lavados con 1 mL de PBS y se centrifugd a las mismas condiciones anteriormente
mencionadas. El sobrenadante se descartd con micropipeta y los tubos se dejaron secando a temperatura

ambiente.

Para el aislamiento de RNA se utilizd un buffer de lisis (23.6 g de guanidina-HCl, 0.37 g de acido citrico y
0.25 de N-Laurylsacarosina disueltos en 50 mL de agua libre de ARNasas) el cual se le agregd 1 mL a cada
pellet. Posteriormente, con una jeringa 21-G se lisaron las células y se fragmenté el ADN gendmico
pasando la solucién por la jeringa minimo 6 veces. Posteriormente, la solucién se colocé en un tubo Falcon
estéril de 15 mL. Después se agregaron 200 uL de acetato de sodio 2M (pH 4.0) y 2 mL de la solucidn
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50:24:1), se agité bien manualmente y se dejé incubando en hielo por
10 minutos. La mezcla se centrifugd a 3200 G, por 10 minutos, a 4°C. Luego, se tomoé la parte superior de
la interfase formada en el tubo (que es la que contiene el ARN) y se pasd a un tubo estéril de 15 mLy se
agregaron 2 mL de la solucién fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (50:24:1) se dejoé incubando y se
centrifugd a las mismas condiciones. Posteriormente, se tomaron 2 mL de la parte superior de la interfase
formada y se transfirieron a un tubo Falcon de 15 mLy la solucidn se dividié en 4 tubos de microcentrifuga
estériles de 1.5 mL. Después, a cada tubo se agregaron 500 uL de etanol al 100 % frio, se mezcld
manualmente y los tubos se guardaron a -80°C por toda la noche. Después, los tubos se centrifugaron a
20,000 G por 20 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se descartaron con micropipeta y los pellets se dejaron
secar a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, cada pellet se le agregaron 20 mL de agua
libre de ARNasas y se dejaron incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Todas las muestras se
recolectaron en un solo tubo de microcentrifuga. Finalmente, se midié la concentracién por

espectrofotometria a 260 nm utilizando un espectrofotémetro Nanodrop.
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2.2.2 Sintesis de ADNc.

Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix. EL proceso

consistio en agregar los siguientes componentes en el siguiente orden:

Tabla 1. Componentes utilizados para la alineacion de los nucleétidos libres sobre la cadena de ARN. Las cantidades
de los componentes fueron utilizados de acuerdo a las recomendaciones del proveedor.

Componente Cantidad 1rxn (uL) Cantidad 5 rxn (pL)
Agua libre de RNAsas 5 25
Buffer de alineamiento 1 5
Hexameros aleatorios 1 5
RNA total (no mds de 5 pg) 1 5

Posteriormente, la muestra se incubé a 65°C por 5 minutos en un termociclador, se incubo en hielo por al
menos 1 minuto y posteriormente se agregaron los siguientes componentes sobre el tubo de

microcentrifuga en el siguiente orden:

Tabla 2. Componentes utilizados para la sintesis de ADNc y eliminacion de la cadena de ARN. Las cantidades de los
componentes fueron utilizados de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.

Componente Cantidad 1rxn (pL) Cantidad 5 rxn (pL)
Buffer 2x First Strand reaction mix 10 50
SuperScript Ill/RNase OUT Enzyme Mix 2 10

Después, la muestra se agitd y se centrifugd brevemente, y se incubé de la manera siguiente: 10 minutos

a 25°C, seguido de 50 minutos a 50°C y, finalmente, 5 minutos a 85°C. Las muestras se guardaron a -20°C.

2.2.3 Diseno de oligonucleétidos para amplificacion del fragmento VHH.

Para poder realizar la amplificacidn del gen VHH que contenga los sitios de restriccion Sfil fue necesario el
disefio de nuevos oligonucledtidos. Para esto se tomaron como base unos oligonucleétidos reportados
previamente (Pardon et al., 2014). Posteriormente, los oligonucledtidos fueron modificados con el fin de

reducir el porcentaje de GCy la temperatura de fusidon (Tm, por sus siglas en inglés). Finalmente, se tomé
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una secuencia de un gen VHH previamente reportado (Maffey et al., 2016) y el fagémido pComb3xSS para

realizar las simulaciones de la clonacién usando el programa SnapGene.

2.2.4 Amplificacion del fragmento VHH mediante la técnica de PCR anidado.

2.2.4.1. PCR anidado con oligonucleétidos CALLO01 y CALOO2.

Una vez obtenido el ADNc, se procedid a realizar la técnica de PCR anidado, el primer PCR consistié en
utilizar lo oligonucleétidos conocidos como CALLOO1 y CALLOO2 (secuencia mostrada en la seccion de
anexos). Por lo que se agregaron los siguientes componentes en el siguiente orden, como lo muestra la

siguiente tabla:

Tabla 3. Componentes utilizados para PCR con los oligonucleétidos CALLO01 y CALL002. Se utilizé el NEB phussion
polymerase kit.

Componente Volumen (L)
Agua-MQ 36
Buffer-GC 12

DNTPs (10mM) 1.5
CALLOO1 (10 pM) 3
CALLOO2 (10 pM) 3
ADNCc (100 ng/pL) 2

DMSO (100%) 2

Polimerasa Phussion 0.5

Una vez adicionados los reactivos, se ajustaron las condiciones del termociclador, como lo muestra la

siguiente tabla:

Tabla 4. Condiciones utilizadas en el termociclador para el PCR usando los oligonucleétidos CALLO01 y CALL002

Ciclos Temperatura Tiempo
1 98°C 3 min
98°C 30s
30 55.9°C 30s
72°C 35s
1 72°C 7 min
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Los productos de PCR fueron analizados por medio de un gel de agarosa al 1%. Posteriormente, se procedio

realizar la purificacidn del producto de PCR utilizando el zymoresearch Gel DNA Kit.

2.2.4.2 PCR VHHBACK-Sfil y VHHFOR-Sfil.

El producto de PCR obtenido con los oligonucleétidos CALLOO1 y CALLOO2 se utilizé como templado para
poder realizar el siguiente PCR. Los componentes, que comprenden a las reacciones de PCR, se agregaron

en el siguiente orden, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 5. Componentes utilizados para PCR con los oligonucleétidos VHHBACK-Sfil y VHHFOR-Sfil. Se utilizo el
Thermo Phussion Plymerase kit.

Componente Volumen (puL)

Agua-MQ 19
Buffer-GC (5x) 6
DNTPs (10mM) 0.75
VHHBACK-Sfil (10 pM) 1

VHHFOR-Sfil (10uM) 1
ADN CALLOO (30 ng/uL) 1
DMSO (100%) 1

Polimerasa Phussion 0.3

Posteriormente, las reacciones se pusieron en el termociclador con las condiciones mostradas en la

siguiente tabla:

Tabla 6. Condiciones utilizadas en el termociclador para el PCR usando los oligonucleétidos VHHBACK-Sfil y
VHHFOR-Sfil.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 98°C 3 min
98°C 30s
28 65°C 30s
72°C 10s
1 72°C 7 min
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Posteriormente, los productos de PCR fueron analizados por un gel de agarosa al 1%, Después, se realizd

la purificacidn del producto de PCR por medio del zymoresearch Gel DNA Kit.

2.2.5 Digestion del fagémido pComb3XSS y fragmento VHH.

2.2.5.1 Digestion del fagémido pComb3XSS.

La digestidn del vector se realizd por medio de la enzima de restriccidn Sfil. La reaccion se llevo a cabo

agregando los componentes en el siguiente orden, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 7. Componentes utilizados para llevar a cabo la reaccion de digestion del vector pComb3xSS.

Componente Volumen (pL)
Agua-MQ 38
Buffer-CutSmart 5
pComb3xSS (163ng/ul) 6
Sfil (40U/ul) 1

Posteriormente, la reaccion se dejo en incubacién a 50°C por 4 horas. Después, la digestion se analizé
mediante un gel de agarosa al 1%. De igual manera, el vector digerido se purificé con el GenElute Gel

Extraction Kit.

2.2.5.2 Digestion del gen VHH-Sfil.

Debido a la baja concentracién del fragmento VHH obtenido de la purificacidn, se opté por digerir toda la
muestra obtenida. Por lo que se agregaron los componentes en el siguiente orden, como se muestra en la

siguiente tabla:
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Tabla 8. Componentes utilizados para llevar a cabo la reaccion de digestion del fragmento VHH.

Componente Volumen (pL)
Agua-MQ 4
Buffer-CutSmart 5
VHH (30ng/pL) 40
Sfil (40U/pL) 1

De igual manera, la reaccién se incubo por 1 hora. Esta digestién no fue posible analizarla por medio de
un gel de agarosa debido a que el cambio en el tamafio es minimo. Finalmente, el fragmento VHH digerido
fue purificado por medio del GenJet PCR Purification Kit. La integridad del fragmento VHH purificado se

analizé por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

2.2.6 Ligacion del fagémido pComb3XSS y fragmento VHH a pequefia escala.

Primeramente, se realizé un cdlculo para poder realizar la reaccién de ligacidon a las concentraciones
molares adecuadas de cada uno de los componentes. Para esto se procedio a calcular el numero de copias

de ADN que se tenian tanto de pComb3xSS como de VHH. Para esto se utilizé la siguiente férmula:

(concentracién de ADN)(6.023x10%3copias ADN /mol)
(#pb)(660g/mol)(1x10°ng/g)

No.copias de ADN = (1)

En donde, #pb es el tamafio del ADN y el valor de 660 g/mol es el peso promedio de un par de bases (pb).

Una vez calculado el nimero de copias, tanto del vector pComb3xSS como el fragmento VHH, se procedié
a realizar la reaccién de ligacion agregando los componentes en el siguiente orden (teniendo una relacion

molar de vector fragmento 1:3), como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 9. Componentes utilizados para llevar a cabo la reaccion de ligacién del fragmento VHH.

Componente Volumen (pL)
Agua-MQ 13.5
Buffer T4 ligasa 2
pComb3xSS dig. (70 ng/uL) 1
VHH dig (8 ng/uL) 3
Ligasa T4 0.5

La reaccién se dejo en incubacién a 16°C por 16 horas y después se inactivo la enzima T4 incubando la
reaccién a 65°C por 10 minutos. El producto de la ligacion se analizé por medio de un gel de agarosa al

1%.

2.2.7 Clonacién en células competentes 5aF’.

Se utilizaron las células 5-alphaF’ de la compafiia NEB, las cuales tienen una eficiencia reportada de 1-3x10°
ufc/ug. Para esto, la alicuota de células competentes se descongeld en hielo por 10 min. Después se
agregaron 5 L de la ligacién y se resuspendié muy suavemente. Después la alicuota se incubd en hielo
por 30 min. Posteriormente, a las células competentes se les aplicé un choque térmico a 42°C por 30 sy
se colocaron en hielo por 5 min. Posteriormente, se les agregaron 950 pL de medio SOC a temperatura
ambiente y se dejaron incubando a 37°C, por 60 min, a 250 rpm. Después se realizaron diluciones a 1072°,
1071 y 1019% para ser sembrados 100 pL en placas de LB sélido, suplementadas con 100 pg/mL de

ampicilina y glucosa al 2%. Finalmente, las placas se incubaron a 37°C por 16 horas.

2.2.8 PCR de colonia.

En esta parte se escogieron 20 colonias al azar. Estas fueron tomadas con una punta estéril y cada una de
las colonias se resuspendidé en 45 pL de agua Mili-Q. Posteriormente, se realizaron 20 reacciones (1
reaccién para cada colonia) utilizando el Ready Mix taq PCR Reaction Mix, por lo que se agregaron las

siguientes cantidades en el siguiente orden, como se muestra en la siguiente tabla:
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Tabla 10. Componentes utilizados para realizar el PCR de colonia. Las cantidades fueron adicionadas acorde al

manual del producto.

Componente Volumen (pL)
Agua-MQ 32
Ready Mix 150

VHHBACK-Sfil (10 uM) 9
VHHFOR-Sfil (10 uM) 9

Después, se realizaron 20 alicuotas de 10 pL cada unay a cada alicuota se le agregaron 5 plL de cada colonia

resuspendida previamente. Posteriormente, las reacciones se pusieron en el termociclador y se ajustaron

las condiciones, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 11. Condiciones utilizadas en el termociclador para el PCR de colonia.

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95°C 3 min
94°C 30s
27 65°C 30s
72°C 30s
1 72°C 7 min

Finalmente, los productos de PCR se analizaron por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

2.2.9 Ligacion del fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH a gran escala.

Posteriormente, toda la muestra obtenida de la ligacién (20 uL) fue utilizada, se dividid en 4 alicuotas de

50 ul cada una para transformar las células 5-alphaF’. El protocolo de transformacién utilizado fue el

mismo que se menciond anteriormente. Sin embargo; se sembrd 1 mL en placas de 150 mm de didmetro.

Posteriormente, se realizd la recuperacion de las colonias. Para esto, se agregaron 2 mL de medio LB a

cada placa y se recuperaron las colonias utilizando una espatula. Después, se agregd otro mL de LB y se
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repitié el proceso. Posteriormente, se tomaron 100 ulL de las colonias recuperadas y se diluydé en 1mL de
medio LB para posteriormente medirlo por espectrofotometria a 600 nm la cantidad de células. A las
colonias recuperadas se les agrego glicerol al 20% volumen final y se prepararon alicuotas de 150 uL para

almacenarlas a -80°C.

2.3 Expresion del dominio VHH en bacteriéfagos mediante la técnica de
despliegue en fagos.

2.3.1 Amplificacién del bacteriéfago ayudador VCM13.

Para la amplificacion del bacteriéfago ayudador primero se crecieron células 5aF" a una densidad dptica
(DOeoonm) €ntre 0.5-0.6 a 37 °C a 200 rpm. Después, se tomaron 10 mLy se infectaron con 30 pL de VCM13
a 3.7x10* viriones/mL (aproximadamente 10 bacteriéfagos por célula), se agitd y se dejé en incubacion a
37°C por 90 minutos sin agitacion. Después, este se centrifugd a 2800xG a temperatura ambiente por 10
minutos y se decantd cuidadosamente. Posteriormente, el pellet se resuspendié con 50 mL de medio 2xTY

suplementado con 25 pg/mL de kanamicina y se dejé en incubacién a 37°C por 16 horas.

La muestra se transfirié a un tubo falcén de 50 mL y se centrifugd a 3200xG por 15 minutos a 4°C. Se
transfirié el sobrenadante en volimenes de 40 mL a tubos falcén de 50 mL y se le agregaron 10 mL de la
solucion PEG 6000 al 20%/2.5 M NaCl (relacion 4:1). Estos tubos se agitaron 20 veces, moviéndolos arriba

y abajo, y se dejaron en incubacién a 4°C por toda una noche.

Posteriormente, la muestra se pasoé a tubos de centrifuga y se centrifugaron a 12,000 G por 15 minutos a
4°C. Se realizé la decantacion y los pellets se volvieron a centrifugar a 4,000 rpm y se volvid a decantar.
Después, los pellets se resuspendieron en 1 mL de PBS. Después, brevemente se centrifugd y el
sobrenadante se pasoé a un tubo de microcentrifuga. A cada mL se agregaron 250 uL de PEG 6000 al 20%
con 2.5 M de NaCl, se agité de la misma manera mencionada anteriormente, y se dejaron incubando en
hielo por 60 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 20,000 G por 15 minutos a 4 °Cy se decantaron.
Cada pellet se resuspendié con 1 mL de PBS. De igual manera, se realizé una breve centrifugacién y el
sobrenadante se colocé en un tubo de microcentrifuga previamente esterilizado. Finalmente, se calculd la

concentracién por medio de espectrofotometria, midiendo a 269 nmy 320 nm.
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2.3.2 Amplificacion a partir de la biblioteca inmune.

Primero, se inocularon 6 unidades (donde cada unidad es una alicuota recuperada de la seccién 2.2.9) de
la libreria inmune en 50 mL de medio 2xTY suplementado con 100 ug/ml de ampicilina y 2% de glucosa.
Estas se crecieron hasta una densidad dptica (DOgoonm) de entre 0.5 a 0.6 a 37°C y a una agitacién de 200

rpm. Posteriormente, se siguié la metodologia de la misma manera tal como se indica en la seccién 2.3.1.

2.3.3. Rondas de seleccion.

Para este experimento, primeramente, en una placa de 96 pozos Maxisorp Nunc se adicionaron 50 pL del
péptido sintetizado CDH11-EC1 (0.02 pg/uL) a cada pozo y se dejé a 4°C por una noche. Posteriormente,
cada pozo se lavd con 200 plL de PBST (PBS + tween20 al 0.05%) y se dejo en incubacion, con agitacion
constante, por 5 min (este proceso se realizo tres veces). Después, a cada pozo, se agregaron 300 uL de
buffer BSA al 2% (PBST + BSA) y se dejd en incubacién, en agitacion constante, por dos horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron lavados con PBST de la misma manera mencionada

anteriormente.

Una vez finalizados los lavados, se agregaron 50 uL de los bacteriéfagos amplificados a partir de la
biblioteca inmune a una concentracién de 1.5x10° viriones/uL (Ronda 0) y se dejé en incubacién, en
agitacién constante, por 2 horas a temperatura ambiente. De igual manera, se realizaron los lavados con
PBST a las mismas condiciones que se menciond anteriormente, sin embargo; este proceso se realizé diez

veces.

Una vez finalizados los lavados se procedid a realizar la elucién de los bacteriéfagos recombinantes. Para
esto se agregaron 50 pL de tripsina (10mg/mL, disuelta en PBS) a cada pozo y se dejé en incubacién, en
agitaciéon constante, por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, los bacteriéfagos eluidos se
transfirieron a un tubo de microcentrifuga que contenian inhibidor de tripsina (7mg/mL, disuelta en PBS).
Después, se tomaron 50 uL de los bacteriéfagos eluidos para infectar 3 mL de células 5aF" a una DOgoonm
entre 0.5-0.6 y se dejé en incubacién a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, se agregaron 7 mL de medio
LB y se suplementd con 100 pg/mL de ampicilina y 2% de glucosa y se dejo en crecimiento a 37°C, a 170
rpm, por una noche. Finalmente, se agregd glicerol a 20% volumen final y se alicuotd en volimenes de 1

mL y se guardaron a -80°C. De esta manera se obtuvo la sub-biblioteca 1.
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Para las siguientes rondas, se realizd el mismo procedimiento mencionado en la secciéon 2.3.2
exceptuando que ahora se agregaron 500 L de la sub-biblioteca a 50 mL de medio 2xTY suplementado
con 100 pg/mL de ampicilina y glucosa al 2%. De igual manera, el procedimiento mencionado en esta
seccion se realizd de la misma manera, exceptuando que se aumentaron la cantidad de lavados después
de adicionar e incubar los bacteriéfagos (10 lavados extras por cada ronda de seleccion extra). Finalmente,

se realizaron tres rondas de seleccién, por lo que se obtuvieron 3 sub-bibliotecas.

2.3.4 Titulacion de los bacteriéfagos recombinantes.

Una vez obtenidos los bacteridfagos amplificados de cada ronda de seleccién se procedié a realizar la
titulacién de cada una de estas. Para esto primero se agregaron 2 uL de 5aF en 7 mL de medio LB
suplementado con 10 pg/mL de tetraciclina y se dejé en incubacién a 37°C, a 200 rpm, por 16 horas.
Después se agregd 1 mL del pre-inoculo a 10 ml de medio LB suplementado con 10 ug/mL y se dejé en
incubaciodn a las mismas condiciones mencionadas anteriormente hasta obtener una DOggonm entre 0.5-0.6

y el inoculo se dejé en hielo.

Los bacteriéfagos recombinantes se diluyeron con PBS en una placa de 96 pozos, hasta llegar a una dilucién
de 102 Posteriormente, se tomaron 10 pL de cada una de las diluciones 10°, 10° y 10 de los
bacteriéfagos recombinantes para infectar 90 uL de las células 5aF” y se dejé en incubacién a 37°C, sin
agitacién, por 30 minutos. Después, se realizd la siembra de cada una de las células infectadas sobre medio
LB solido suplementado con 100 pug/mL de ampicilina y se dejaron en incubacién a 37°C por 16 horas.

Finalmente, se realizd el conteo de las colonias lisogénicas formadas mediante la siguiente férmula:

# placas contadas

ufp/uL = (2)

(volumen de infeccién)*(diluciéon)

2.3.5 Cuantificacion de los bacteriéfagos recombinantes.

La cuantificacidn de los bacteriéfagos recombinantes fue realizada por medio de espectrofotometria. Para

esto, se utilizé NanoDrop y se midié en dos absorbancias diferentes: en 269 nm y 320 nm. Después se
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utilizd la siguiente ecuacion (Sambrook, J. Rissell, 2001) para calcular la concentracidn de los bacteriéfagos

en ng/uL:

ng _ Aze9—Azzo0
L= 381 (1000) (3)

De igual manera se utilizé la siguiente ecuacion (Sambrook, J. Rissell, 2001) para la cuantificacién del

bacteriéfago M13 en viriones/mL:

Az69—A320 (6x1016) (4)

No.de bases por virion

2.3.6 Ensayo ELISA de los bacteriofagos recombinantes.

Para este ensayo, primeramente, se prepard una placa Maxisorp Nunc como se menciona en la seccion
2.3.3. Posteriormente, cada pozo se lavd con 200 pL de PBST y se dejé en incubacidon, en agitacion
constante, por 5 minutos a temperatura ambiente (este proceso se repitié tres veces). Después a cada
pozo se agregaron 300 de BSA al 2% y se dejdé en incubacidn, en agitacidn constante, por dos horas.
Posteriormente, se realizaron los lavados de cada pozo a las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Después se adicionaron 50 pL de los bacteriéfagos recombinantes y el VCM13 como
control negativo (todos se ajustaron a una concentracion de 1.5x10° viriones/uL) y se dejaron en
incubacién, en agitacidén constante por una hora. De igual manera, se realizaron los lavados a cada pozo a
las mismas condiciones mencionadas anteriormente. Posteriormente, se adicionaron 50 uL del anticuerpo
anti-M13-pVIII-HRP (1:1000, diluidos en BSA al 2%) a cada uno de los pozos y se dejo en incubacién por 1
hora, en agitacién constante, a temperatura ambiente. De igual manera, los lavados se realizaron a las
mismas condiciones mencionadas anteriormente, exceptuando que este proceso se repitid 6 veces.
Posteriormente, a cada pozo se adicionaron 50 pyL de TMB-One-Step-Turbo y se dejo en incubacién a
temperatura ambiente por 20 minutos. Finalmente, a cada pozo se adicionaron 50 uL de 4acido sulfurico

2M para detener la reacciéon colorimétrica y cada pozo se midié en el espectrofotometro a 465 nm.
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2.4 Evaluacion del bacteriéfago recombinante contra las lineas celulares MDA-
MB-231 y MCF-7.

2.4.1 Ensayo de inmunofluorescencia de los bacteriéfagos recombinantes.

Una vez amplificados los bacteriéfagos recombinantes se procedié a realizar un marcaje con isotiocianato
de fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés). Para esto, primero se realizé el calculo para adicionar 200

moléculas de FITC por bacteriéfago recombinante. Por lo que se utilizé la siguiente férmula:

_ Concenpyq3*Volpq3
Megre = 200 s PMgrc¢ (3)

Después, se realizé un stock de FITC a Img/mL diluido en DMSO al 100%. Una vez adicionado el FITC, los
bacteriéfagos recombinantes se dejaron en incubacién por dos horas en rotacién constante en tubos
cubiertos con aluminio para evitar que el fluoréforo se dafara. Posteriormente, para eliminar el FITC no
unido al bacteriéfago la muestra fue ultrafiltrada utilizando los filtros Amicon-Ultra de 100 KDa (Millipore),
La muestra se centrifugo a 10,000 rpm por 10 minutos y se adicion6 400 pL de PBS y se volvié a centrifugar
a las mismas condiciones, este proceso se repitié 3 veces para eliminar cualquier resto de FITC no unido al
bacteriéfago. Después, los fagos recombinantes se aforaron con PBS a un volumen final de 100 uL y se

cuantificaron utilizando las expresiones de las ecuaciones 3 y 4 después de ser medidas por NanoDrop.

Posteriormente, se prepararon cubreobjetos con poli-L-lisina, en los cuales se adicionaron 500 pL a cada
uno y se dejaron en incubacién hasta que la poli-L-lisina secara completamente. Después se adicionaron
6000 células de las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7, a cada uno de los cubreobjetos previamente
tratados, y se dejaron en incubacién a 37°C con 5% de CO; por 24 horas. Posteriormente, se realizaron 3
lavados con 1 mL PBS y se adicionaron los bacteriéfagos recombinantes previamente tratados con FITC,
dejandolos en incubacién por 2 horas a temperatura ambiente. Después, se volvieron a realizar tres
lavados con 1 mL PBS y procedid a fijar las células adicionando 500 uL de para-formaldehido al 4% a cada
uno de los cubreobjetos y se dejaron a 4°C por una noche. Posteriormente, se realizaron tres lavados con
1 mL de PBS. Después se adiciond 500 uL del fluoréforo HOECHST para marcar el nucleo y se dejé en
incubacién por 15 minutos a temperatura ambiente. De igual manera, se realizaron tres lavados con PBS,
como se menciona anteriormente. A su vez, se adicionaron 500 puL del anticuerpo anti-CDH11 (1:1000),
derivado de ratén, a cada uno de los cubreobjetos y se dejé en incubacién por 1 hora. Posteriormente, se

adicionaron 500 pL del anticuerpo secundario Alexafluor 594 anti-mouse (1:500) y se dejé en incubacion
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por 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células fueron visualizadas por medio de

microscopia confocal.

2.4.2 Ensayo de viabilidad celular de los bacteriéfagos recombinantes en las lineas celulares
MDA-MB-231 y MCF-7.

Para este experimento, primeramente, se sembraron 6000 células por pozo de la linea celular MDA-MB-
231, asi como de la linea celular MCF-7 con medio de cultivo (DMEM, bicarbonato de sodio 2%,
suplementado con antibidtico y antimicético) en una placa de 96 pozos y se dejaron en incubacion a 37°C
con 5% de CO; por 24 horas. Posteriormente, los bacteriéfagos recombinantes y el VCM13 se concentraron
con los concentradores Amicon-Ultra siguiendo la metodologia mencionada en la seccién 2.4.1 Después
se aplicaron los siguientes tratamientos en cada una de las lineas celulares previamente mencionadas
(PBS, VCM13, molécula sintética CDH11-10uM vy los bacteriéfagos recombinantes de cada ronda de
seleccidn), los cuales fueron diluidos con medio de cultivo y se dejaron en incubacién a las mismas

condiciones mencionadas anteriormente.

Al dia siguiente, las células fueron lavadas 2 veces con 1 mL de PBS y se agregaron 10 L de reactivo MTT
por pozo y 90 pL de medio de cultivo y se dejaron en incubacién a 37°C con 5% de CO; por tres horas.
Posteriormente, se adicionaron 100 pL de isopropanol al 100% por pozo y se resuspendié hasta disolver
los cristales de formazan. Finalmente, la placa se mantuvo en total oscuridad por 25 minutos y se midié
por espectrofotometria a 570 nm (absorbancia de reactivo MTT) y 690 nm (absorbancia del medio de

cultivo).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Extraccion de ARN total a partir de los linfocitos purificados.

Una vez que los linfocitos fueron purificados a través del kit Lymphoprep se extrajo el ARN total de estos,
obteniendo una concentracion de 2.26 pg/uL, con una relacidn Azso/Azso= 1.93 y una relacion Azso/Azszo=

2.3. A partir de estos resultados se procedio a realizar la sintesis del ADNc.

3.2 Sintesis del ADNc.

Posteriormente, para la sintesis del ADNc se utilizé el kit SuperScript™ Ill First-Strand Synthesis SuperMix.
Se utilizaron hexdmeros aleatorios como oligonucleétidos debido a que se buscé realizar la sintesis en
ADNc del ARN total de los linfocitos. Obteniendo una concentracion de 1 pug/pL y una relacidon Axeo/Azs0 =

1.61.

3.3 Diseiio de oligonucledtidos para amplificacion del fragmento VHH.

Utilizando los oligonucledtidos previamente reportados en la literatura (Pardon et al., 2014), mediante el

programa SnapGene se disefiaron los siguientes oligonucledtidos que se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 12. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacion del fragmento VHH. El disefio de los oligonucledtidos
se realizé por medio del programa SnapGene.

Oligonucleétido. Secuencia.

VHHBACK-Sfil 5'-TAAGTAGGCCCAGGCGGCCGATGTGCAGCTGCAGGAGTCT-3'

VHHFOR-Sfil 5'-TAAGTAGGCCGGCCTGGCCGCTGGAGACGGTGACCT-3'
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Acorde al programa SnapGene, el porcentaje de GC% para los oligonucleétidos VHHBACK-Sfil y VHHFOR-
Sfil fue de 64% y 67%, respectivamente. De igual manera, la longitud de los oligonucleétidos VHHBACK-Sfil
y VHHFOR-Sfil fue de 40 y 36 bases, respectivamente. Y en ambos oligonucledtidos, de acuerdo con la
simulacidn con el fragmento VHH utilizado, se obtuvo que 23 bases se unen en el extremo del fragmento
VHH (Figura 15). Ademas, las bases resaltadas en color rojo indican la zona de corte por la enzima de
restriccion Sfil, necesarias para la clonacién del fragmento VHH en el fagémido pComb3XSS. Finalmente,
el producto de PCR fue amplificado por medio del SnapGene obteniendo un tamafno aproximado de 400

bp.

(22) BsaHI

(20) PstI

(16) Sfcl BseYI (46)

(15) MspA1ll - Pvull PspFI (50)
(3 ..27) VHHBACK-SFI ‘ AlwNI (79)
(0) Start Tsol (86) (206) Apol - EcoRI
E=REES |
100! 200!

PshAI (358)

(353) Eco01091 - KL - PpuMI "3t 0 "l e 266)

(351) Bmrl [ |
(335) Psil BsmBI - Esp3I (372)
(326) EcoP15I Notl ((2ve)
(280) Alel - MsiI VHHFOR-SFI (355 .. 385)
(278) BbsI [ End (408)
300! T~ 400
6xHis

Figura 15. Fragmento VHH anti-Vp6. La secuencia del fragmento VHH se utilizé para simular el alineamiento de los
oligonucledtidos disefiados por medio del programa SnapGene, notando que cada uno se alinea en las zonas
conservadas de la secuencia VHH (resaltado en color morado). El nimero de bases alineadas al fragmento VHH fue
de 23 para ambos oligonucleétidos.

3.4 Amplificacion del fragmento VHH mediante la técnica de PCR anidado.

La amplificacion del fragmento VHH se realizé por medio de la técnica de PCR anidado. Esto consistio en

realizar dos PCR con dos pares de oligonucledtidos diferentes.
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3.4.1 Amplificacion del fragmento hcAb.

De acuerdo con la literatura, los oligonucledtidos CALLOO1 y CALLO02 permiten la amplificacién de los
genes de los IgG como los hcAb. Esto ocurre debido a que el oligonucledtido CALLOO1 se une al templado
de los genes VH y VHH que son homodlogos a los genes VH humanos. Por otra parte, el oligonucleétido se
une a la parte conservada de la secuencia CH2 de los IgG de cadenas pesadas (Figura 16.1) (Pardon et al.,

2014).

Para la primera PCR, se utiliz6 como templado el ADNc y los oligonucledtidos CALLOO1 y CALLOO2. El
tamanio del producto de PCR obtenido fue de multiples regiones inespecificas, obteniendo amplificacién

desde los 200 pb hasta los 1000 pb, aproximadamente (Figura 16.2.D).

CALLOO1 (1)

CALLOO1

CALLOO2

Anticuerpo
convencional (1gG)

Anticuerpo de
cadena pesada
(hcAb)

Figura 16. Producto de PCR utilizando los oligonucleétidos CALLO01 y CALL002. (1) Representacion esquematica de
las regiones que los oligonucledtidos CALLO01 y CALLO02 amplifican. Estos amplifican las regiones tanto del dominio
VH como el dominio VHH y el dominio CH2 (2). (A) En este carril se utiliz6 H,0-MQ como control en lugar del DNAc
sin obtener ninguna amplificacién. (B) En este carril se utilizé el ADN gendmico de Neurospora Crassa. (C) Marcador
de peso molecular de rango de 250-10,000 pb. (D) Producto de PCR amplificado con los oligonucledtidos CALLOO1 y
CALL002. Las muestras fueron visualizadas en un gel de agarosa al 1%.

Para verificar la veracidad de la amplificacién del producto de PCR se utilizaron dos controles diferentes:
H,0 Milli-Q (Figura 16.A) y el ADN gendmico del hongo Neurospora Crassa (Figura 16.B), indicando que los
componentes de PCR no estaban contaminados y los oligonucledtidos CALLOO1 y CALLOO2 no amplifican

ADN irrelevante, respectivamente.
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Debido a que la amplificacién del gen hcAb es, aproximadamente, 700 pb (Pardon et al., 2014) se realizd
la purificacidn de dicha zona, por lo que la concentracidn obtenida fue de 30 ng/uL y la relacidn Ajso/Azso

de 1.75.

3.4.2 Amplificacion del fragmento VHH.

Una vez obtenido el producto de PCR del gen hcAb, se realizé el segundo PCR con los oligonucleétidos
VHHBACK-Sfil y VHHFOR-Sfil con el fin de obtener el fragmento VHH. Para esto, se utilizé6 como templado
el producto de PCR del gen hcAb.

Figura 17. Producto de PCR del fragmento VHH. (A) Amplificacién del fragmento VHH, obteniendo una amplificacién
en 400 pb. (B) Fragmento VHH purificado, mostrando integridad del mismo. Las muestras fueron visualizadas en un
gel de agarosa al 1%.

El tamano del producto de PCR obtenido fue de, aproximadamente, 400 pb (Figura 17.A), concordando
con lo simulado por el SnapGene (Seccién 3.3). Posteriormente, se purificé el fragmento VHH (Figura 17.B),

obteniendo una concentracion de 10 ng/uL y una relacion Axeo/Azso de 2.00.
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3.5 Digestion del fagémido pComb3XSS y fragmento VHH.

Para poder realizar la ligacién del vector pComb3XSS con el fragmento VHH, primero fue necesario realizar

la digestién de ambos, utilizando la enzima de restriccidn Sfil.

3.5.1. Digestion del fagémido pComb3XSS.

El fagémido pComb3XSS, antes y después de la digestion, fue analizado por medio de
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Para verificar el tamafio real del fagémido se realizo
una “linealizacién” de este, usando la enzima de restriccidon Xbal. El tamafio aproximado obtenido
fue de 500 pb (Figura 18.C). De igual manera, se realizé la digestién del fagémido utilizando la
enzima Sfil, mostrando la presencia de dos fragmentos: uno de 3200 pb y otro de 1800 pb,

aproximadamente (Figura 18.D).

Figura 18. Electroforesis de la digestion del fagémido pComb3XSS. (A) Marcador molecular Hyperladder I. (B)
Fagémido pComb3XSS. (C) Fagémido pComb3XSS digerido con la enzima de restriccion Xbal. (D) Fagémido
pComb3XSS digerido con la enzima de restriccidn Sfil. Las muestras fueron analizadas por medio de un gel de agarosa
al 1%.
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De acuerdo con la Figura 18.D, se purificd la banda superior (3200 pb) debido a que fue el usado para

realizar la clonacion. La concentracion obtenida del fagémido, después de la purificacidn, fue de 70 ng/uL.

3.5.2. Digestion del fragmento VHH.

Posteriormente, se realizdé la digestion del fragmento VHH con la enzima de restriccién Sfil. La
concentracion obtenida del fragmento VHH, después de haber realizado la purificacion, fue de 8.3 ng/uL.
El cambio de tamafio del fragmento VHH, después de la digestién y purificacion, no fue visualizada por un

gel de agarosa, debido a que este cambio en el tamano de la muestra es minimo.

3.6 Ligacion del fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH a pequeiia escala.

Para poder optimizar la ligacion del fagémido pComb3XSS con el fragmento VHH, primeramente, se realizd
el calculo de nimero de copias del fagémido, asi como el nimero de copias del fragmento VHH, por medio
de la ecuacién 1, para realizar la ligacién con una relacion molar 1:3 del fagémido pComb3XSS, con
respecto al fragmento VHH. Para esto, se utilizaron los datos obtenidos de la concentracién, asi como su
tamafio en pares de base. Por lo que el nimero de copias para el vector pComb3xSS fue de 1.98x10%
copias/pL. Por otra parte, para el fragmento VHH, el nimero de copias fue de 1.88x10% copias/pL. De esta

manera, practicamente, por cada microlitro de vector se utilizaron 3 microlitros de fragmento.
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Figura 19. Electroforesis de ligacion del fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH. (A) Marcador de peso molecular
Hyperladder I. (B) Fagémido pComb3XSS digerido con la enzima de restriccidon Sfil y purificado, el cual presenta un
tamafio de 3,200 pb. (C) Fragmento VHH digerido con la enzima d restriccion Sfil y purificado, el cual presenta un
tamafio aproximado de 600 pb. (D) Ligacion del fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH, en cual presenta un
tamafio aproximado de 5000 pb. Las muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1%.

Posteriormente, se realizo la ligacion del fagémido pComb3XSS (Figura 19.B) con el fragmento VHH (Figura
19.C), ambos digeridos con la enzima de restriccién Sfil. De acuerdo con la Figura 19.D, en la ligacién se
apreciaron la presencia de 3 bandas. Acorde por el tamafio obtenido (=5,000 pb), la banda remarcada en
rojo, indica la ligacion entre el fagémido pComb3XSS con el fragmento VHH. De igual manera, se aprecian
bandas que concuerdan con el tamafio del fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH. Por otra parte, se
puede observar una banda de aproximadamente 10,000 pb. Posteriormente, se realizé la clonacidn en

células 5aF’.

3.7 Clonacion en células competentes 5aF’.

Una vez que el fragmento VHH se ligd con el fagémido pComb3XSS se realizd la transformacion en las
células competentes 5aF” (Figura 20). Como control negativo se utilizé el fagémido pComb3XSS digerido

que se reintentd ligar con la ligasa T4. Acorde a la Figura 20.A, no hubo ninguna presencia de colonias,
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indicando vector pComb3xSS no fue ligado consigo mismo ni con ningln otro vector, por lo que la

resistencia a ampicilina, la cual es otorgada por el fagémido, no fue obtenida por las células competentes.

Figura 20. Transformacion de células 5aF’. (A). Células transformadas con el fagémido pComb3XSS digerido. Este
fagémido se agrego en la reaccion de ligacion, corroborando que el vector no puede ligarse. (B) células transformadas
con el fagémido pComb3XSS y el fragmento VHH ligados, obteniendo 18 colonias en promedio de la dilucién 1071,
La presencia de colonias indica la eficiencia de transformacion del fagémido con el fragmento ligado. Las placas
fueron de medio LB sdlido, suplementadas con 100 pug/mL de ampicilina.

Por otra parte, De acuerdo con la Figura 20.B se observaron la presencia de 18 colonias Con este resultado
se calculd la eficiencia de transformacion, la cual fue de 5.8x10° ufc utilizando 32 ng del fagémido. De
acuerdo con la literatura (Pardon et al.,, 2014), el valor minimo, para realizar la amplificacion de la
biblioteca inmune, es de 5x10° ufc por 100 ng del fagémido utilizado. Por lo que se realizé la amplificacién

y recuperacion de la biblioteca inmune.

3.8 PCR de colonia.

Una vez obtenidas las colonias transformadas con el fagémido pComb3XSS ligado con el fragmento VHH,
se realizé un PCR de colonia, para confirmar la presencia del gen del fragmento VHH en estas. Por lo que
se tomaron 20 colonias al azar. De acuerdo con la Figura 21, de las 20 colonias a las que se le realizé el PCR

de colonia 13 fueron positivas. Por lo que el 65% de las colonias presentaron el fragmento VHH.
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Figura 21. Electroforesis del PCR de colonia de las células 5aF’. 13 de las 20 colonias seleccionadas fueron positivas,
presentando amplificacidn, por lo que el 65% de las colonias transformadas presentaron el gen del fragmento VHH.
Las muestras se analizaron por medio de un gel de agarosa al 1%.

3.9 Rescate y amplificacidon del bacteriéfago recombinante usando la biblioteca
inmune.

Una vez que a ligacidn y transformacién a pequefia escala fue exitosa, se realizé la ligacidon de fragmento
VHH con el fagémido pComb3XSS a gran escala. De las cuales se obtuvieron cuatro placas con eficiencia
de 107 de transformantes (Figura 22). Posteriormente, al recuperar la biblioteca se obtuvo una

concentracién de 4.25x10° células/ml.

Posteriormente, se realizé la amplificacién de los bacteriéfagos recombinantes a partir de la biblioteca
inmune (bacteriéfagos Ro). Para la cuantificacién de los bacteriéfagos, se utilizaron las ecuaciones 3 y 4.

Obteniendo 52.6 ng/ulL y 1.89x10° viriones/mL.
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Figura 22. Transformacion de las células 5aF" a gran escala. Se obtuvieron cuatro placas de las transformantes de la
biblioteca inmune con una eficiencia de 107. Después de su recuperacidn se obtuvo una concentracién de 4.25x10°
células/mL. Las transformantes se sembraron en placas de LB sélido, suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina.

3.10 Titulacion de los bacteriéfagos recombinantes (Ro).

De igual manera, se tituld el bacteriéfago recombinante mediante el conteo de las unidades formadoras
de colonia. De acuerdo con la figura 23.B, se contaron 18 colonias lisogénicas en promedio. Por lo que, al

utilizar la ecuacién 2, se obtuvo una eficiencia de 1.8x10° ufp/uL.

Figura 23. Titulacion de bacteriéfago recombinante Ro. (A) control negativo en el cual se sembraron células 5aF’. (B)
células 5aF” infectadas con el bacteriéfago Ro diluido en 10°°. Se obtuvieron 18 colonias lisogénicas en promedio. Las
células se sembraron en placas LB sélido, suplementadas con 100 pg/mL.
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De acuerdo con estos resultados, se noté que la eficiencia obtenida fue la misma que la concentracién de

viriones.

3.11 Amplificacion del bacteriéfago ayudador VCM13.

Para poder seguir con las amplificaciones de los bacteriéfagos recombinantes de las proximas tres rondas
de seleccidn fue necesario amplificar bacteriéfago ayudador VCM13. Por lo que, de acuerdo con las

ecuaciones 3 y 4, se obtuvo un valor de 41.15 ng/ulL y 1.48x10° viriones/uL, respectivamente.

3.12 Rondas de seleccion.

Se realizaron tres rondas de seleccidn para aumentar la afinidad hacia el antigeno CDH11-EC1. Primero se
cuantificd la eficiencia de infeccion de los bacteriéfagos recombinantes de cada ronda de seleccion
realizada (Figura 24). Después de cada ronda de seleccién, los bacteriéfagos eluidos fueron amplificados y

se realizo la titulacidon acorde a la seccion 2.3.4.
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Figura 24. Bacteriofagos recombinantes amplificados de las rondas de seleccion. Bacteridfagos recombinantes
amplificados de cada ronda de seleccién realizada contra la CDH11-EC1, en los cuales se realizd su respectiva
titulacion. La ronda 0 representa los bacteriéfagos recombinantes amplificados a partir de la biblioteca inmune,
mientras que las rondas 1 a 3 representan los bacteriéfagos recombinantes en cada ronda de seleccidn realizada en
el biopanning.
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La titulacién de los bacteriéfagos recombinantes aumentd conforme avanzaron las rondas de seleccion.
De acuerdo con la figura 24, la titulacién de los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 1 aumenté un
orden de magnitud mas en comparacion con los bacteriéfagos recuperados de la biblioteca inmune. Por
otra parte, la titulacién e los bacteriéfagos recombinantes de las rondas 2 y 3, no aumentaron de manera

significativa en comparacién con la ronda 1.

3.12.1 Ensayo ELISA de los bacteriofagos recombinantes.

Posteriormente, se realizd un ensayo ELISA para medir la capacidad de reconocimiento de los
bacteriéfagos recombinantes de cada ronda de seleccién hacia el péptido CDH11-EC1. En el cual se
utilizaron la misma cantidad de bacteriéfagos por pozo. De igual manera, se utilizé al fago ayudador

VCM13 como control negativo, asi como el suero inmune de la llama como control positivo.
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Figura 25. Ensayo ELISA de los bacteriofagos recombinantes de cada ronda de seleccion hacia la CDH11-EC1. Se
realizé ensayo ELISA para corroborar la capacidad de los bacteridfagos recombinantes de las rondas de seleccién
hacia la CDH11-EC1. Los bacteriéfagos que presentaron afinidad se detectaron por medio del anticuerpo anti-M13-
pVIII con actividad peroxidasa. Por otra parte, se utilizé el suero inmune como control positivo, el cual contiene los
anticuerpos I1gG asi como los hcAbs, para su deteccion se utilizé un anticuerpo antillama con acoplado a una
peroxidasa. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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El reconocimiento de los bacteriéfagos recombinantes de las rondas 1, 2 y 3 hacia la CDH11-EC1 aumentd
considerablemente, en comparacidn con los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 0 (obtenidos a partir
de la biblioteca inmune). Sin embargo, entre las rondas 1, 2 y 3 no hubo un aumento considerable en el
reconocimiento hacia el antigeno de interés. De igual manera, la capacidad de reconocimiento de los

bacteriéfagos recombinantes no fue tan alta en comparacion con el suero inmune (Figura 25).

3.13 Evaluacion del bacteriéfago recombinante contra las lineas celulares MDA-

MB-231 y MCF-7.

Una vez que se corrobord que los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 1, 2 y 3 presentaron
reconocimiento hacia la CDH11-EC1. Para esto se realizaron dos experimentos: El primero, fue realizar un
ensayo de inmunofluorescencia hacia las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, esta ultima se caracteriza

porque sobreexpresa la Cadherina-11.

3.13.1 Ensayo de inmunofluorescencia de los bacteriéfagos recombinantes.

Para verificar el reconocimiento especifico de los bacteriéfagos recombinantes hacia la
cadherina-11 se realizdé un ensayo de inmunofluorescencia. En este ensayo se utilizaron a las
lineas celulares MCF-7 (Figura 26) y MDA-MB-231 (Figura 27), esta ultima se caracteriza por
sobreexpresar la cadherina-11. En este ensayo se marcé con el fluoréforo FITC, el cual emite en
verde, a los bacteriéfagos recombinantes. De igual manera, se utilizé un anticuerpo primario anti-
OB cadherin, el cual reconoce la Cadherina 11, este ultimo se marcé con un anticuerpo secundario
AlexaFluor 594, el cual emite en rojo. Para ambos ensayos se utilizé una concentracién de los

bacteriéfagos recombinantes de 3.8x108 viriones/pL.

De acuerdo con la Figura 26, se observd presencia de cadherina-11 sobre la membrana celular
(indicado por la emisién en rojo), lo que correlaciona con el reconocimiento de los bacteriéfagos

recombinantes de laronda 1, 2 y 3. Esto se corrobora por algunos puntos de co-localizacién en la
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ronda 2 y ronda 3. Esto puede indicar que el dominio VHH de los bacteriéfagos recombinantes de

las rondas 2 y 3 presente reconocimiento para alguna otra cadherina similar a la de interés.

Por otra parte, en la Figura 27, hubo mayor reconocimiento por los bacteriéfagos de laronda 2 y
3 hacia las células MDA-MB-231, debido a que la emisidn en verde es mayor. De igual manera, se
observé un mayor niumero de puntos de co-localizacién por la cadherina-11 en comparacion con
las células MCF-7. Esto indica que ambos anticuerpos, el anticuerpo anti-OB-cadherin como el
dominio VHH expresado en los bacteriéfagos recombinantes, reconocen a la Cadherina-11. Sin
embargo, existen zonas de estas células que sélo emiten en verde, pudiendo indicar que el
dominio VHH no es implicitamente especifico contra la Cadherina-11, si no, hacia alguna otra

cadherina similar.

Estos resultados indican que los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 2 y 3, en especial la

ronda 3, son capaces de reconocer la Cadherina-11 en las células MDA-MB-231.

Finalmente, en ambas imagenes (Figuras 26 y 27), existe un aumento en la emisidon debido al

aumento en las rondas de seleccion.
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Figura 26. Ensayo de inmunofluorescencia en células MCF-7. En este ensayo se utilizaron las células MCF-7. Todas
las células se marcaron con el fluoréforo Hoechst, el cual emite en azul, marca los nucleos celulares. De igual manera,
todas las células, exceptuando la fila “Ctrl-“, se marcaron con el anticuerpo secundario Alexa 594, el cual emite en
rojo (este anticuerpo reconoce al anticuerpo primario anti-OB cadherin, el cual reconoce a la cadherina 11). Por otra
parte, los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 1, 2 y 3 se marcaron con el fluoréforo FITC, el cual emite en verde,
los cuales expresan un dominio VHH anti-CDH11. Las células MCF-7, no expresan CDH11 (Feltes et al., 2002), por lo
que este ensayo es considerado el control negativo para el dominio VHH expresado en los bacteriéfagos. Es posible
notar algunos puntos de fluorescencia emitida en verde en la ronda 2 y 3 indicando la posible presencia de los
bacteriofagos recombinantes.
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Figura 27. Ensayo de inmunofluorescencia en células MDA-MB-231. En este ensayo se utilizaron las células MDA-
MB-231. Todas las células se marcaron con el fluoréforo Hoechst,el cual emite en azul y marca los nucleos celulares.
De igual manera, todas las células, exceptuando la fila “Ctrl-“, se marcaron con el anticuerpo secundario Alexa 594,
el cual emite en rojo (este anticuerpo reconoce al anticuerpo primario anti-OB cadherin, el cual reconoce a la
cadherina 11). Por otra parte, los bacteriéfagos recombinantes de la ronda 1, 2 y 3 se marcaron con el fluoréforo
FITC, los cuales expresan un dominio VHH anti-CDH11. Las células MDA-MB-231 sobre expresan la CDH11 (Hatano
et al., 2015). Existen varios puntos de co-localizacion por parte de la emisidn en rojo, asi como en verde, indicando
que el anticuerpo anti-OB cadherin, asi como los bacteridfagos recombinantes de dichas rondas, reconocen a la
Cadherina-11.

Posteriormente, para verificar que los bacteridfagos recombinantes presentaran alguna actividad hacia las
lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, ademas del reconocimiento, se realizd un ensayo de viabilidad

celular.
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3.13.2 Ensayo de viabilidad celular de los bacteriéfagos recombinantes en las lineas celulares

MDA-MB-231 y MCF-7.

Este ensayo se realizd con el fin de verificar la efectividad de los bacteriéfagos recombinantes de
las rondas 1, 2 y 3. Como controles se utilizaron el bacteriéfago ayudador VCM13, asi como una
molécula quimica conformada del péptido CDH11-EC1. Se utilizé una concentracion de 1.3x10%°
viriones/uL de los bacteriéfagos recombinantes de las tres rondas, asi como el VCM13. Para

verificar la efectividad en la viabilidad celular se realizé un ensayo MTT.

B2 VDA-VB-231
1.4 - . IMCF-7

Viabilidad celular %

PBS VCM13 CDH11(10uM) Ronda1 Ronda 2 Ronda 3

Figura 28. Ensayo MTT en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. Se realiz6 ensayo MTT para verificar el efecto
de los bacteriéfagos recombinantes en las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-7. Se utilizaron como controles
negativos los tratamientos con PBS y el bacteriéfago ayudador VCM13. Como control positivo se utilizé la molécula
de CDH11 a una concentracion de 10 uM. Los bacteriéfagos recombinantes no presentaron una afeccidn significativa
en ambas lineas celulares.

De acuerdo con la Figura 28, los bacteriéfagos recombinantes de las rondas 1, 2 y 3 no presentaron un
cambio significativo en la viabilidad celular de ambas lineas celulares. Estos resultados pueden deberse a

la baja concentracidn de los bacteriéfagos recombinantes utilizada.
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Capitulo 4. Discusion

La CDH11 se expresa en diversas patologias como algunos tipos de canceres frecuentes, como lo es el
cancer de mama y prdstata. Asi como en cdnceres no tan frecuentes, como lo es el glioblastoma y el
Sarcoma de Ewing, por mencionar algunos. De igual manera, la expresion de la CDH11 estd presente en el
avance de la enfermedad crénico-degenerativa, artritis reumatoide. Por lo que, la CDH11 es un objetivo
potencial para la deteccidn y posible tratamiento en el cual podrian mejorar la prognosis y diagnéstico de
las patologias mencionadas anteriormente. Uno de los tratamientos actuales para las patologias
mencionadas es el uso de anticuerpos monoclonales. Estos han mostrado resultados positivos en

diagndstico y tratamiento, sin embargo; pueden ocasionar reacciones alérgicas y son caros de realizar.

Es por esto, que en este trabajo se realizé la seleccidn y caracterizacién de un nanoanticuerpo derivado de
camélido que fuera capaz de detectar ala CDH11, especificamente en el ecto-dominio 1 (CDH11-EC1). Esto
porque las ventajas de un nanoanticuerpo a diferencia de un anticuerpo monoclonal son: menor tamafio
(15 kDa), presentan un dominio Unico VH, mayor estabilidad térmica y quimica, alta afinidad de
reconocimiento al antigeno y baja inmunogenicidad debido a su homologia en comparacién con el dominio

VH.

Para realizar la seleccién de los nanoanticuerpos especificos contra la CDH11-EC1 se utilizé la técnica
conocida como phage display. Para esto primero se realizé la construccidn de la biblioteca inmune a partir
de los linfocitos obtenidos después de seis semanas de inmunizacién (Figura 14). Para esto se extrajo el
ARN total de los linfocitos, los cuales presentan la informacion genética del fragmento VHH capaz de
reconocer al antigeno de interés. La concentracion fue de 2.26 pg/uL, con una relacidn Aeso/Azso= 1.93 y
una relacion Azeo/Az0= 2.3. La primera relacion indica la calidad y pureza del material genético, en este
caso para el ARN, el valor obtenido indica que fue de calidad buena. Por otra parte, la segunda relacion
indica posibles contaminaciones durante el proceso de purificacion. Los valores aceptados son dentro de
un rango de 2.0-2.2, sin embargo; la presencia de uracilo en ARN ocasiona que este valor sea un poco mas
alto, por lo que el valor de 2.3 obtenido indica que es un ARN bueno para su manipulacién, indicando que
no existié contaminacién durante su purificacion(Leninger, 1975). Posteriormente, se realizd la sintesis de

ADNCc, obteniendo una concentracién de 1 pg/uL y una relacion Axeo/Azso= 1.61.

Posteriormente se realizé la amplificacién del fragmento VHH por la técnica de un PCR anidado. Esta

técnica consistid en realizar dos PCR. El primer PCR, con los oligonucleétidos CALLO01 y CALLO02 permite
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la amplificacidn de las regiones correspondientes a los IgG (1000 pb), como los hcAbs (700 pb) (Pardon
et al., 2014), este segundo producto de PCR se purificé obteniendo una concentracion de 30 ng/uL con
una relacidon Azso/Azs0 de 1.75. Posteriormente este producto de PCR se utilizé como templado para el
segundo PCR. En este PCR, con los oligonucledtidos VHHBACK-Sfil y VHHFOR-Sfil, se amplificé el producto
de PCR VHH, el cual presentd un tamafio de 400 pb, acorde a lo reportado con la literatura (Pardon et al.,

2014).

Una vez realizada la ligacion a pequefia escala del fragmento VHH con el fagémido pComb3XSS, se obtuvo
una eficiencia de 5.8x10° ufc con 32 ng del fagémido utilizado. De acuerdo con la literatura (Pardon et al.,
2014), el valor idéneo para realizar la amplificacién de la biblioteca inmune, es de 5x10° ufc por 100 ng del
fagémido utilizado. Por lo que en la transformacién a gran escala se obtuvo una eficiencia de 10’. En la
construccion de la biblioteca inmune, una eficiencia considerada buena para la seleccién de anticuerpos
es de =10° en comparacidn con las bibliotecas para la generacién de fragmentos derivados de IgG. Esto
porque los hcAbs y, por ende, los nanoanticuerpos carecen de un dominio V,, por lo que no necesitan
realizar una dimerizacién para generar un nanoanticuerpo funcional (Muyldermans, 2013). De igual
manera, se realizd un PCR de colonia, en el cual 65% de las transformantes presentaron el gen VHH. Sin

embargo, es necesario realizar la secuenciacidn de estas para corroborar un grado de diversidad aceptable.

Posteriormente, se realizd la titulacion de los bacteriéfagos recombinantes después de cada ronda de
seleccidn. En comparacion con la ronda 0, la titulaciéon de bacteriéfagos recombinantes de las rondas 1,2
y 3 aumentaron alrededor de una orden de magnitud. Este aumento se debe a, que después de la primer
ronda de seleccion, se eluyé y amplificé los bacteridfagos recombinantes capaces de reconocer ala CDH11-
EC1. De igual manera, hubo un pequeiio aumento entre las rondas subsecuentes, sin embargo, el aumento

no fue tan significativo en comparacion con los bacteriéfagos recombinantes de la ronda cero (Figura 24).

Después de haber realizado tres rondas de seleccidn, se realizé un ensayo ELISA para verificar la capacidad
de reconocimiento hacia el antigeno CDH11-EC1 (Figura 25). En comparacién con lo bacteriéfagos
recombinantes de la ronda 0, los bacteriéfagos de las rondas 1, 2 y 3 mostraron una capacidad de
reconocimiento mayor hacia el antigeno CDH11-EC1, indicando su enriquecimiento. Sin embargo, no
mostraron una capacidad de reconocimiento equiparable al suero inmunizado de la llama. Esto puede
deberse a que el suero inmunizado presenta tanto hcAbs como IgG capaces de reconocer al antigeno
CDH11-EC1. De igual manera que, con las transformantes de la biblioteca inmune, es necesario realizar la
secuenciacién del gen VHH que se encuentra en los bacteridfagos recombinantes de las rondas de

seleccion.



58
Debido a que los bacteriéfagos recombinantes expresan el dominio VHH anti CDH11-EC1, se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia con el fin de verificar que podrian ser candidatos para la deteccién de
diversas patologias en la cual su caracteristica es la sobreexpresién de cadherina-11. Para esto se realizo
el ensayo con dos lineas celulares de cancer de mama: MCF-7 (Figura 26) y MDA-MB-231 (Figura 27). Esta
ultima es caracteristica por sobreexpresar cadherina-11. Por lo que, se marcaron a los bacteriéfagos
recombinantes de las rondas 1, 2 y 3 con FITC (verde). Este fluoréforo permite el marcaje debido a que se
une a las proteinas del bacteriéfago por medio de interacciones con los grupos amino(SIGMA, 1990). De
igual manera, se utilizé un anticuerpo primario anti-OB cadherin marcado con un anticuerpo secundario
Alexa Fluor 594 (rojo) como control positivo. De acuerdo con la Figura 26, las células MCF-7 presentan
nucleos definidos indicando el marcaje correcto por el fluoréforo Hoechst (azul). Por otra parte, es posible
notar fluorescencia en rojo, tanto en verde en estas células. La fluorescencia en rojo, puede deberse a
diversas razones: La primera, podria indicar la expresién de cadherina-11, sin embargo; esta reportado
que la cadherina que comuinmente expresa las células MCF-7 es la E-cadherina (Blaschuk y Devemy, 2009).
Sin embargo; la fluorescencia de debida por los bacteriéfagos recombinantes de las rondas dos y tres es
poca, lo cual es posible que los bacteridfagos recombinantes presenten especificidad hacia alguna

cadherina similar.

De igual manera, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia en la linea celular MDA-MB-231 (Figura 27).
En este experimento la fluorescencia emitida en verde es mayor en comparacion con las células MCF-7. La
presencia de emision en verde es notoria, en mayor manera, en las células tratadas con el bacteriéfagos
recombinantes de las rondas 2 y 3. Esto puede indicar que los bacteriéfagos recombinantes de estas dos
ultimas rondas, son capaces de reconocer a la CDH11-EC1 en esta linea celular. De igual manera, esto se
puede corroborar debido a que se notan diversos puntos de colocalizacién con el anticuerpo secundario
Alexa Fluor 594. Esta colocalizacidn puede deberse a que, el anticuerpo primario (anti-OB cadherin) podria
reconocer otro ectodominio diferente al EC1, que el bacteriéfago recombinante reconoce. Sin embargo,
la emision por FITC no se presenta de la misma manera que la obtenida por el Alexa Fluor 594. Esto se
puede deber a que la concentracidon de los bacteriéfagos recombinantes utilizados es baja, por lo que lo
mas adecuado seria utilizar una cepa de expresién para aumentar la concentracién de bacteriéfagos
recombinantes, y por ende, de nanoanticuerpos especificos. De igual manera, es necesario purificar el
dominio VHH para evitar que la estructura de bacteriéfago interfiera en el reconocimiento de la CDH11-
EC1. Por otra parte, los bacteriéfagos recombinantes parecen estar presentes en algunas zonas de la
membrana celular, sin colocalizar con el anticuerpo primario. Esto igual, puede deberse a que los

bacteriéfagos recombinantes, si bien reconocen al CDH11-EC1, reconocen a alguna otra cadherina similar
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en estas células. Por lo que en encontrar y aislar el fago recombinante que presente un fragmento VHH

con alta especificidad por la CDH11-EC1 eliminaria esta posible inespecificidad

Acorde a la literatura (Pardon et al., 2014a), es necesario seleccionar bacteriéfagos recombinantes con
mayor reconocimiento al antigeno de interés y, ademas, que presenten una titulacién, como minimo, dos
ordenes de magnitud por encima de los bacteriéfagos obtenidos directamente de la biblioteca inmune
(Ronda 0). Para obtener estos resultados, puede realizarse por diversos métodos: como aumentar el
numero de rondas de seleccidn, aumentar el porcentaje de BSA o tween-20, o aumentar la cantidad de

lavados, anterior a la elucién de los bacteriéfagos recombinantes.

Finalmente, se realizé un ensayo MTT para verificar si los bacteriéfagos recombinantes afectaban en Ia
viabilidad celular de las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231. De acuerdo con la Figura 28, no hubo una
disminucidn significativa en la viabilidad celular de ambas lineas celulares. En la linea celular MCF-7, no
expresa la cadherina-11, por lo que los bacteriéfagos recombinantes no presentan afinidad algunay, por
ende, ningun efecto en esta linea celular. Esto corrobora que las células no se ven afectadas con la
molécula CDH11. Por otra parte, en la linea celular MDA-MB-231, el poco efecto puede deberse a que la
via de sefializacién Wnt no es inhibida en su totalidad. Esta via de sefializacién es encargada de promover
el crecimiento tumoral, la migracidn e invasién celular de los canceres de mama(Satriyo et al., 2019). Esto
también puede deberse a que la concentracidn utilizada es muy baja para que se presente algun efecto en

esta via de sefializacion.
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Capitulo 5. Conclusiones

5.1 Conclusiones.

De acuerdo con el trabajo realizado se puede concluir que:

Durante la obtencién de la biblioteca inmune, se amplificé el fragmento VHH, mediante la técnica de PCR
anidado, obteniendo un tamafio aproximado de 400 pb acorde a lo reportado en la literatura. Una vez que
se amplificd exitosamente el fragmento VHH se generé la biblioteca inmune contra el antigeno CDH11-
EC1, obteniendo una eficiencia de =10’ transformantes. Posteriormente, mediante la técnica de
despliegue en fagos, se expresd la biblioteca recombinante del nanoanticuerpo VHH en el bacteriéfago
recombinante M13. Posteriormente, mediante tres rondas de seleccidn, se seleccionaron bacteriéfagos

recombinantes capaces de reconocer al antigeno CDH11-EC1.

Una vez obtenidos los bacteriéfagos recombinantes se analizé su capacidad de reconocer la CDH11-EC1
en la linea celular MDA-MB-231 (las cuales sobreexpresan Cadherina-11) asi como en células MCF-7 (las
cuales presentan una sobreexpresion baja de Cadherina-11). Acorde a los resultados obtenidos, los
bacteriéfagos recombinantes, tanto de las rondas dos y tres, reconocieron a la Cadherina-11 de las células
MDA-MB-231. Finalmente, los bacteriéfagos recombinantes no mostraron inhibicion en la viabilidad
celular tanto de las células MDA-MB-231, como en las células MCF-7, debido a que la cantidad de

bacteriéfagos recombinantes utilizada fue muy baja.

5.2 Trabajo a futuro.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se proponen el siguiente trabajo a futuro:
e Realizar la secuenciacidn de las transformantes de la biblioteca inmune.

e Seleccionar un bacteriéfago recombinante con un mayor reconocimiento hacia el antigeno de

interés y realizar la seleccidn y secuenciacién de dicha clona.
e Realizar la expresidn y purificacion del dominio VHH especifico a partir de una cepa de expresion.

e Realizar ensayos de viabilidad y migracién celular en la linea celular MDA-MB-231.
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Anexos

Secuencias de oligonucledtidos.

e Secuencia del oligonucledtido CALLOO1: 5'-GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG-3'.
e Secuencia del oligonucledtido CALLO02: 5'-GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC-3'.

MKENYCLQAALVCLGMLCHSHAFAPERRGHLRPSFHGHHEKGKEGQVLQRSKR
GWVWNQFFVIEEYTGPDPVLVGRLHSDIDSGDGNIKYILSGEGAGTIFVIDDKSGNI
HATKTLDREERAQYTLMAQAVDRDTNRPLEPPSEFIVKVO

Figura 29. Secuencia del péptido CDH11-EC1. Secuencia aminoacidica del péptido sintético de la Cadherina-11
Ectodominio 1 utilizado en la inmunizacién, rondas de seleccion y ensayo ELISA (Syverson et al., 2011).



