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Resumen de la tesis que presenta Adolfo Romero Favela como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biomedicina y Bionanotecnologia

Desarrollo de un anticuerpo tipo vNAR fluorescente para uso en microscopia de fluorescencia

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

En esta tesis se presenta un estudio para probar el uso de un vNAR de Heterodontus francisci,
funcionalizado con un fluorocromo en aplicaciones de microscopia de fluorescencia para proteinas del
microtubulo. La microscopia de fluorescencia es una técnica esencial en la investigacidon bioldgica. Una de
sus limitaciones es la poca variedad de moléculas disponibles para implementarla. Entre las estrategias
exploradas se encuentra el uso de anticuerpos (IgG) fluorescentes, lo que permite tener una gran
especificidad de deteccion de proteinas o moléculas. Con el fin de ampliar el repertorio de moléculas
disponibles para hacer la técnica de microscopia de fluoresencia, se propuso utilizar un vNAR, que es un
fragmento de un anticuerpo de tiburdn (IgNAR), de tamafio 10 veces menor que el anticuerpo
convencional, pero que conserva la especificidad por los antigenos. Con este planteamiento se espera que
al utilizar un vNAR permita estudiar proteinas como las del microtibulo o proteinas <50 kDa de igual
manera que la IgG normal. Para lograrlo, se realizd el aislamiento de un vNAR (anti-a y B-tubulina) y se
funcionalizé con un fluorocromo. La metodologia comenzd con una bioseleccién mediante despliegue en
fagos a partir de bibliotecas sintéticas. El protocolo optimizado para la obtencion del vNAR comenzd con
la induccidn de las proteinas con IPTG en un cultivo de bacterias E. coli BL21, posteriormente un proceso
de extraccion de proteinas por choque osmatico o con ultrasonido, seguido de una ronda de purificacion
del lisado y repurificacion de las fracciones por HisTrap FF. La detecciéon del vNAR se realizd con
electroforesis SDS-PAGE, Western Blot, ELISA y anticuerpos anti HA-HRP. Los vNARs obtenidos se
conjugaron con el fluorocromo 660 C de la linea CF NHS. Posteriormente, se realizd microscopia de
fluorescencia en fibroblastos humanos y se tomaron micrografias de las células con los microtubulos
marcados, ademas, se analizé la imagen con el programa FlJI. Finalmente, se logro aislar el vYNAR ATH14,
conjugarlo con el fluorocromo y hacer ensayos de microscopia de fluorescencia con un vNAR, sin embargo,
no fue posible observar microtdbulos muy definidos.

Palabras clave: microscopia de fluorescencia, vNAR, IgG, tubulina
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Abstract of the thesis presented by Adolfo Romero Favela as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Biotechnology

Development of a fluorescent vNAR-type antibody for use in fluorescence microscopy

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

In this thesis, a study is presented to test the use of a VNAR from Heterodontus francisci, functionalized
with a fluorochrome in fluorescence microscopy applications for microtubule proteins. Fluorescence
microscopy is an essential technique in biological research. One of its limitations is the few varieties of
molecules available to implement it. One of the strategies is the use of fluorescent antibodies (1gG), which
allows a high specificity detection of proteins or molecules. In order to expand the repertoire of molecules
available for the fluorescence microscopy technique, it was proposed to use a VNAR, which is a fragment
of a shark antibody (IgNAR), 10 times smaller in size than the conventional antibody, but which retains
specificity for antigens. With this approach, it is expected that when using a vNAR it will allow the study of
proteins such as those of the microtubule or proteins <50 kDa in the same way as normal IgG. To achieve
this, a vNAR (anti-a and B-tubulin) was isolated and functionalized with a fluorochrome. The methodology
started with a phage display bioselection from synthetic libraries. The optimized protocol for obtaining the
VNAR began with the addition of the inducer IPTG to a culture of E. coli BL21 bacteria, then the protein
extraction process was made by osmotic shock or ultrasound, followed by a round of purification of the
lysate and repurification of the vNAR’s fractions by HisTrap FF chromatography. The vNAR detection was
performed with SDS-PAGE electrophoresis, Western Blot, ELISA and anti-HA-HRP antibodies. The vNARs
obtained were conjugated with the fluorochrome 660 C of the CF™ NHS line. Then, fluorescence
microscopy was performed on human fibroblasts and micrographs of the cells with the labeled
microtubules were taken, in addition, the image was analyzed with the FlJI program. In conclusion, it was
possible to isolate the VNAR ATH14, conjugate it with the fluorochrome and perform fluorescence
microscopy assays with a vNAR. However, it was not possible to observe well defined microtubules.

Keywords: Fluorescence microscopy, VNAR, IgG, tubulin
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Capitulo 1. Introduccidn

La microscopia de fluorescencia es una herramienta fundamental en el campo de la biologia celular, sus
principales aplicaciones se centran en exploracion, investigacion y diagndéstico. Por si misma, la
microscopia permite la identificacién de organelos, estructuras y compartimientos celulares a nivel
microscopico (1x10® m). La microscopia de fluorescencia consigue la identificacién selectiva de moléculas
fluorescentes (fluorocromos) al utilizar longitudes de onda de luz que exiten solamente los fluorocromos.
Para lograr una mayor especificidad de identificacién se utiliza la microscopia de fluorescencia por
inmunofluorescencia, la cual se basa en el uso de anticuerpos especificos acoplados a compuestos
fluorescentes. De esta manera, se aprovecha la especificidad de los anticuerpos para detectar antigenos

en las muestras, y discriminar asi, todas las moléculas sin inmunomarcaje (Lichtman y Conchello, 2005).

Los anticuerpos (Ac, también llamadas inmunoglobulinas) son glucoproteinas solubles producidas por los
linfocitos B del sistema inmune presente en los organismos vertebrados. Su estructura esta formada por
dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, que constituyen un tamafio aproximado de 10 a 15 nm y una
masa molecular cercana a 150 kDa (Tonegawa, 1983). La funcidn fisioldgica de los anticuerpos es detectar
y neutralizar compuestos especificos, por lo que, el anticuerpo se une a un blanco molecular (antigeno).
Esta caracteristica de uniéon permite que se pueda utilizar como molécula selectiva de marcaje, sin
embargo, el anticuerpo al no presentar autofluorescencia no puede ser detectado por el microscopio de
fluorescencia, por lo que, para construir el anticuerpo funcional de microscopia de fluorescencia se
adhieren los fluorocromos al anticuerpo en el extremo carboxilo terminal (-COOH terminal) de las cadenas
pesadas (extremo opuesto al dominio de unién de antigeno) (Giepmans et al., 2006; Schauen et al., 2013).
Los Ac, al ser proteinas de gran peso molecular y fluorescente (al estar conjugada con un fluorocromo) son
ideales para marcar moléculas de igual o mayor peso molecular (Coons et al., 1941). Sin embargo, en
blancos de menor peso, la densidad y eficiencia de marcaje se ven afectados principalmente por

impedimento espacial (estérico) (Tompson et al., 2010).

De manera similar, las inmunoglobulinas con nuevo receptor de antigeno (IgNAR) son anticuerpos Unicos
encontrados en los peces cartilaginosos, como en el tiburdn cornudo Heterodontus francisci. EIl dominio
variable del IgNAR (vNAR) es un fragmento de dominio sencillo (se clasifica dentro de los nanocuerpos),
de peso molecular reducido = 12 kDa y tamafio aproximado de 2 nm. Esta molécula presenta una reduccion
de tamafio de al menos 10 veces respecto al anticuerpo (isotipo 1gG) completo y conserva la regién de

union al antigeno sin perder la estabilidad (Zielonka et al., 2015). A pesar de su tamario pequefo, el vYNAR
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presenta un lazo largo y extendido de entre 10 a 35 aminoacidos en la regidon determinante de la
complementariedad (CDR) 3 (Roux et al., 1998), lo cual le permite acceder a epitopos (regién del antigeno
qgue es reconocida) que un anticuerpo comun no pueden alcanzar. Ademas, esta misma reduccion de
tamarnio le confiere la capacidad de unirse a mas epitopos sin afectar la unidn de un vNAR continuo, de tal
manera que supera los problemas de densidad de marcaje y baja unién por impedimento estérico que
presentan los anticuerpos IgG. Asi mismo, se ha reportado que los CDRs de los nanocuerpos pueden llegar
incluso a reconocer epitopos conformacionales y también en forma lineal que generalmente no ocurre

con los anticuerpos completos (De Genst et al., 2006).

En microscopia de fluorescencia, la caracterizacion de los marcadores moleculares constitutivos
(marcadores que se encuentran en todas las células) como las proteinas del citoesqueleto han sido
ampliamente estudiados con el uso de anticuerpos convencionales (Semenova y Rodionov, 2007).
Presente en todas las células, el citoesqueleto esta formado por tres estructuras distintas: los
microtubulos, microfilamentos y filamentos intermedios (Alberts et al., 2010). En los ensayos de
microscopia de fluorescencia se estudia y se utiliza como control a los microtubulos, los cuales son
estructuras tubulares conformadas por dimeros de proteinas globulares de a- y B-tubulina. Debido a que
en los microtubulos ya se conocen los patrones de organizacion y la distribucion a través de los distintos
tipos de células y estadios celulares, recientemente se utilizé el microtibulo y se emplearon nanocuerpos
para desarrollar técnicas avanzadas que permiten romper limites en microscopia de fluorescencia, tal cual

es el limite de resolucién de Abbe (Ries et al., 2012; Torres-Garcia et al., 2022).

Por lo tanto, utilizar un vNAR fluorescente para estudiar moléculas pequefias (<50 kDa), constitutivas,
altamente estudiadas y que ademas estén formadas de subunidades continuas como los microtubulos,
podria sugerir que los anticuerpos normales (IgG) no son los Unicos anticuerpos que pueden ser utilizados
en la técnica de microscopia de fluorescencia. Lo cual permitiria expandir el nimero de moléculas
disponibles para realizar ensayos especificos y potencialmente innovadores. Ademas, las caracteristicas
Unicas del vNAR podrian incluso lograr que los ensayos sean mas eficientes al reducir los tiempos y

presentar una mayor densidad de marcaje.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Microscopia

La técnica de microscopia fue desarrollada en el siglo XVI con el invento del microscopio simple, el interés
de la época era observar estructuras de tamafo reducido que hasta ese momento habian sido imposibles
de caracterizar, incluso con el uso lupas de aumento. Posterior a la invencion del primer microscopio, se
buscé ampliar la resolucién y calidad de imagen, lo cual lo obtendria Leeuwenhoek (1632-1723), bajo el
mismo principio, pero, afiadiendo una fuente de luz blanca, con esta modificacién se logré mejorar la
calidad y contraste de las imagenes (van Zuylen, 1981). Hasta la fecha, se han realizado avances en el
campo de la dptica, por lo cual existen distintos tipos de microscopios especializados para detectar e
identificar organismos unicelulares a gran detalle (Microscopio de transmisidn, de barrido, confocal,
electréonico, de rayos X, etc.) (Lanfranconi, 2001). Ademas, algunos microscopios y técnicas de
fluorescencia de superresolucidon permiten identificar proteinas o moléculas pequeias (50 kDa) con una

alta sensibilidad y especificidad (Lichtman, Conchello, 2005).

1.1.2 Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una técnica del campo de la dptica utilizada en areas de investigacion
como diagndstico de enfermedades, caracterizaciéon de estadios celulares, identificacion de
contaminantes, desarrollo de medicamentos, entre otros (Demeule et al., 2007; Strahl y Hamoen, 2010).
El método se basa en el uso de un microscopio de epifluorescencia que excita moléculas fluorescentes a

cierta longitud de onda y detecta la respuesta en una longitud distinta (Stokes, 1852).
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Fluorocromo-NHS éster vNAR VvNAR conjugado NHS

Figura 1 Reaccidn de conjugacion de proteinas y fluorocromos via amino terminal.



4
Un aspecto importante en la microscopia de fluorescencia es la resolucién de los puntos fluorescentes, en
el microscopio de epifluorescencia convencional, la resolucidn estd limitada, principalmente por
propiedades fisicas de la luz, la intensidad de la luminiscencia del fluorocromo y a la distancia entre ellos
(Huang et al., 2009). Aln con esta limitante, la investigacion se ha orientado a la busqueda de moléculas
y técnicas que en un futuro puedan sobrepasar estos limites (Betzig et al 2006). Recientemente se probd
que al utilizar nanocuerpos fluorescentes (VhH acoplados a GFP) y post-procesamiento digital, la
resolucidn de imagen ronda los 30 nm, lo que permitié observar a mayor detalle estructuras mas pequenas
(<50 kDa). Por otra parte, al igual que los nanocuerpos, un vNAR unido a un fluorocromo tiene menor
tamafio lo cual potencialmente podria ser utilizado de la misma manera que los nanocuerpos, y ain mejor,

que los anticuerpos normales al tener el CDR3 extendido (Ries et al., 2012; Lo Mikhaylova et al., 2015).

1.1.3 Fragmentos VNAR y su potencial para el reconocimiento de moléculas

Los peces marinos cartilaginosos, como los tiburones, producen anticuerpos distintos a los convencionales.
Estos anticuerpos denominados IgNAR, estdn formados solo por un dimero de cadena pesada, a diferencia
de las IgG de mamiferos que también presentan cadenas ligeras (Steven, et al., 2017). Ademas, los IgNAR
cuentan con 5 regiones constantes y una regién variable (dominio de vNAR) en cada cadena. La region
variable de los IgNAR, a diferencia de los VhH (nanocuerpos de camélidos), presenta solo 2 regiones
determinantes de complementariedad (CDR 1y CDR 3), que son aquellos sitios donde especificamente se

lleva a cabo la interaccién del anticuerpo con su epitopo (Peralta, 2010).

Para obtener un fragmento tipo VNAR existen dos estrategias principales: (1) la inmunizacién y posterior
recuperacion de los IgNAR, y (2) la construccion de bibliotecas ADNc por medio de ingenieria genética. El
uso de bibliotecas de ADNc presenta ventajas como la identificaciéon de nuevos VNAR de forma selectiva
al utilizar la técnica de despliegue en fagos y producir el vNAR como proteina recombinante. Cabanillas-
Bernal y colaboradores (2019), construyeron (por medio de mutagénesis) tres bibliotecas sintéticas con
variacion en el nimero de cisteinas en el CDR3, VSO (0 cys), VS1 (1 cys) y VS2 (2 cys). El nUmero y posicién
de cisteinas no candnicas en el CDR3 permite clasificar los IgNAR en 5 clases: |, II, 1lI, lllb, IV y V. VSO, VS1
y VS2 corresponden a bibliotecas de tipo IV Il y V. Los vVNARs resultantes pesan entre 10 y 15 kDa,
consecuencia de su nimero de aminodcidos. Al igual que las IgG, la estabilidad y afinidad se mantienen,
ademas, debido a su tamafio pequefio pueden difundirse a través de tejidos e internalizarse a la célula
mas facilmente (Juarez et al., 2011), lo que permite utilizarlo en casi cualquier compartimiento celular.

Actualmente, el uso de fragmentos tipo VNAR se ha centrado principalmente en neutralizar moléculas y
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desarrollar pruebas de diagndstico, sin embargo, no se han realizado investigaciones para emplearlo como

molécula para realizar microscopia de fluorescencia.

1.1.4 Fragmentos VNAR en el reconocimiento en microtubulos

Un modelo multiepitopo, para probar los vNARs podrian ser los microtibulos, que son estructuras
cilindricas compuestas por subunidades diméricas repetidas de proteinas a- y B-tubulinas (Alberts et al.,
2010; Cassimeris et al., 1988). Asi mismo, se ha logrado observar su dinamica de formacién ex vivo con la
técnica de microscopia de fluorescencia de molécula unica (Gell et al., 2010). Adicionalmente, el uso de
anticuerpos fluorescentes para detectar proteinas otorga alta especificidad para discriminar entre
proteinas normales y proteinas modificadas o aberrantes (ej. alfa tubulina tirosinada) (Warn et al., 1987).
Ries y colaboradores (2012) utilizaron un nanocuerpo de camello para detectar proteinas del microtubulo,
como resultado, propusieron que es posible hacer microscopia de fluorescencia al utilizar nanocuerpos
unidos a la proteina GFP, ademas, al emplearlo con técnicas como TIRF (Total internal reflection
fluorescence microscopy) y con post-procesamiento digital se logra una super resoluciéon de microscopia
de fluorescencia. Hasta la fecha, la mayoria de los trabajos similares para proponer nuevas moléculas, se

han centrado exclusivamente en el uso solamente de nanocuerpos de camello (Schneider et al., 2021).

1.1.5 Microtubulos y tubulinas

Las proteinas del microtubulo (tubulinas) se expresan de manera constitutiva en el citoplasma de las
células (Nogales et al., 1998) y se encuentran en un estado constante de inestabilidad dindmica, donde
aproximadamente el 50 % de los dimeros de tubulinas estan dispuestos en forma de microtibulos y el
resto de forma libre. En algunos tejidos y células, las tubulinas representan el 25 % de las proteinas totales
y éstas se presentan en arreglos distintos dependiendo el tipo de célula (Howes et al., 2017). En los
fibroblastos se disponen de forma radial, desde el centrosoma y polimerizdndose hacia la membrana
plasmatica (Zvorykina et al., 2018). Por otro lado, en el espermatozoide, los microttibulos estan altamente
organizados en axonemas, esto debido a que el espermatozoide requiere una alta estabilidad y motilidad
en el flagelo (Linck et al., 2016). Asi mismo, la distribucién espacial en las neuronas forma una estructura
alargada, que sobresale de la célula y que permite darle estabilidad y funciona como via de transporte de
moléculas a los axones. Como tal, los microtibulos se catalogan como proteinas que dan estabilidad a la
estructura celular. Asi como también, ofrecen vias de distribucidn de otras proteinas y organelos en las
células. En este contexto, los microtibulos son estructuras fundamentales y, por ende, se encuentran en

todas las células.



1.1.6 Limitantes de la microscopia de fluorescencia con anticuerpos IgG

Anteriormente se han utilizado moléculas pequefias como nanocuerpos para mejorar la calidad de
imagenes, y obtener mejores resultados en la técnica de microscopia de fluorescencia (Ries et al., 2012).
Aun con la limitante fisica del limite de resolucién (limite de Abbe), algunas técnicas como STED
(Stimulated emission depletion), RESOLFT’s (Reversible saturable optically linear fluorescence transition),
SSIM (Satured structured-ilumination microscopy), NSOM (Near-field scanning optical microscopy), etc.,
estdn siendo desarrolladas para sobrepasar el limite de difraccién de tal manera que se consigue aumentar
la resolucion hasta =30 nm (Betzig et al., 1991). Aun asi, estas técnicas solo han sido probadas y estan
optimizadas para las moléculas convencionales (anticuerpos del tipo IgG de 15 nm de tamafio) y no con
moléculas pequefias (vNAR =2 nm), esto debido, principalmente, a su limitada produccién y divulgacion
en la investigacion. Sin embargo, las nuevas técnicas contindan con un artefacto presente en todas las
muestras, el error de unién (o linking error). Este error se centra en que las moléculas marcadas y los
fluorocromos en los anticuerpos, estan separados por una distancia de =15 nm. Por lo tanto, en un futuro,
y empleando las nuevas técnicas de microscopia, las moléculas mds pequefias tendran una distancia

menor y, por ende, se minimizara el error.

1.1.7 Otras moléculas utilizadas en microscopia de fluorescencia

Ademas de los anticuerpos IgG y los nanocuerpos VHh, existen otras moléculas que pueden ser empleadas
para realizar microscopia de fluoresccencia (Beghein y Gettemans, 2017): (1) pldsmidos con secuencias de
proteinas quiméricas que estan acopladas a proteinas que actian como fluoroforos, un ejemplo son las
proteinas acopladas a la proteina verde fluorescente. Estos plasmidos suelen ser utilizados para insertar
proteinas fluorescentes y asi poder realizar aplicaciones in vivo. (2) el marcaje basado en farmacos, por
ejemplo sir tubulin, esta molécula surge del acoplamiento de un fluorocromo a un farmaco que se intercala
al microtubulo, muy similar a lo que hace el yoduro de propidio al intercalarse en el ADN. Los fluorocromos
basados en farmacos tienen su principal papel en la microscopia de super resolucién ya que presenta una
gran densidad de marcaje al ser muy pequeiio, sin embargo, estos farmacos no se pueden disenar

facilmente.

Sin embargo, los VNAR al ser pequefios pueden unirse en gran densidad como sir tubulin (el impedimento
estérico se disminuye en comparacién a los anticuerpos normales), asi mismo, pueden ser disefiados
practicamente contra cualquier antigeno, con un proceso sencillo y libre de la manipulacion de animales.

Ademas, por sus cardcteristicas, se esperaria que los tratamientos y los tiempos de permeabilizaciéon y
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difusién sean mas eficientes, lo cual disminuye la probabilidad de que el antigeno pueda ser modificado y

qguede irreconocible para el anticuerpo.

1.2 Justificacion

La microscopia de fluorescencia es una técnica utilizada para identificar y caracterizar moléculas vy
estructuras dentro y fuera de las células, sin embargo, existe poca variedad de moléculas disponibles para
realizar la técnica. La falta de desarrollo se debe principalmente a que los anticuerpos convencionales (IgG)
son baratos, faciles de conseguir y utilizar, por lo que opacan la generacién de nuevas moléculas y limitan
el mejoramiento de la técnica de microscopia. Por lo tanto, se propone estudiar los vNARs (fragmentos de
anticuerpo de tiburdn Heterodontus francisci), ya que son al menos 10 veces mas pequefios en
comparacion a las 1gG, y presentan caracteristicas deseables en microscopia, como termoestabilidad,
rapida difusidén y penetracion en tejidos y células, ademds de mantener el reconocimiento a diferentes pH
y contar con un CDR3 extendido para acceder mejor a ciertos epitopos. El resultado permitiria proponer
una nueva molécula que se una al repertorio de moléculas antigeno-especificas para utilizarse en
microscopia de fluorescencia. Asi mismo, se contribuiria con una nueva aplicacidon para los vNARs en

investigacion, ademas de las aplicaciones ya conocidas en terapias y diagndstico.

1.3 Hipétesis

Un vNAR funcionalizado permitira realizar microscopia de fluorescencia mas eficiente que los ensayos con

anticuerpos convencionales al reducir el tiempo de permeabilizacion y difusion.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia de un vNAR conjugado con un fluorocromo para la inmunodeteccion de a-y B- tubulina

para microscopia de fluorescencia.



1.4.2 Objetivos especificos

e Aislary caracterizar fragmentos de vNAR de Heterodontus francisci dirigidos a la identificacidn de

a- y B-tubulina.

e Evaluar la funcionalidad del vNAR conjugado con el fluorocromo éster NHS CF™.

e Establecer las condiciones dptimas de inmunomarcaje para células de fibroblastos humanos.



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Preparacion de células

2.1.1 Células ER2738 y TG1

La preparacién de las células se realizd siguiendo el protocolo de Barbas y colaboradores (2001) y Chai y
colaboradores (2020), con algunas modificaciones. Se comenzd el protocolo con el crecimiento de las
células ER2738 y TG1 en una placa de LB (Luria Bertani) + tetraciclina y LB respectivamente. A partir de
una colonia aislada se colocaron preindculos en medio SB (Super Broth) hasta alcanzar una ODggo= 2.2.
Posteriormente se transfirieron las células a matraces de 1 L con 300 mL del mismo medio adicionado con
6 mL de glucosa (20 %) y 3 mL de MgCl, (1M). Al alcanzar la ODsoo= 0.6 se procedio a transferir los cultivos
a 6 tubos de 50 mL para una incubacidn en hielo durante 30 min. Al término de la incubacidn se les realizé
una centrifugacion a 4 °C, 3000 g durante 20 min., donde se reservé el sedimento resultante y el
sobrenadante fue descartado. El sedimento se lavo siete veces con glicerol frio al 10 %, entre cada lavado
se realizé una centrifugacién a las mismas condiciones, en el tltimo lavado se realizé una centrifugacion a
4 °C, 2500 g durante 15 min. Por ultimo, los sedimentos se juntaron en un solo tubo y se resuspendieron
en un volumen de 1.5 mL, del cual se realizaron alicuotas en volimenes de 50 y 7 L para preservar a -80

°C.

Posteriormente, se evaluaron los titulos de competencia de las células a través de una prueba de
electroporacién con el plasmido PET22B (1 pg/mL). Se colocd 1 pL de plasmido en 50 pL de células,
posteriormente se incubaron durante 1 min. en hielo, al finalizar se transfirieron las células a una cubeta
de electroporacién (0.2 cm y se electroporaron en un electroporador (BioRad) en el programa EC2 (V=2.5
kV). Se realizaron 3 lavados de la cubeta con 1 mL de medio SOC (adicionado con glucosa 20 %), los 3 mL
de los lavados se recolectaron y se sembraron las células transformadas con volimenes de 50 L directos,
100 y 10 pL de una diluciéon de los 3 mL iniciales en 7 mL de medio SB, todo se realizé en placas de LB +

carbenicilina. Las placas se incubaron por toda la noche a 37 °C.
El titulo de competencia se calculé de acuerdo con la féormula 1 (Barbas et al., 2001).

# de colonias 1x10* uL  1x10%pg
* *
Volumen de plaqueo (uL) 10 pg 1ug

Competencia =
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2.1.2 Células BL21

Se prepard un preindculo de células BL21 en 10 mL de medio LB a partir de una colonia previamente aislada
en placa agar LB. El cultivo se incubé durante toda la noche con agitacién constante a 5 g y 37 °C.
Posteriormente se inocularon 300 mL de medio SB suplementado (6 mL de glucosa 20 % w/v; 1.5 mL de
MgCl, 2M; 289.5 mL de SB) con 3 mL del preindculo y se incubd a las mismas condiciones hasta alcanzar
una lectura de 0.3 a una longitud de onda de 600 nm (ODeggo = 0.3). Al finalizar la incubacidn, se dividio el
contenido en tubos de 50 mL estériles, y se realizd una incubacidn en frio (hielo) durante al menos 15 min

y maximo 45 min.

Transcurrido el tiempo, se centrifugd el cultivo a 3000 g por 20 min a 4 °C. Posteriormente el sobrenadante
se descarto y se resuspendié el sedimento en 12 mL de CaCl, (100 mM) para realizarle tres lavados a las
mismas condiciones, este proceso de centrifugacion y lavados se repitid por tres veces. Cuando el
sedimento quedd limpio (con apariencia blanca y sin residuos de medio LB) se centrifugd una ultima vez a
3000 g por 10 min a 4 °C, se descarto el sobrenadante y el sedimento restante se resuspendié en 2 mL de
85 % CaCl, (100 mM) y 15 % de glicerol (100 %). Al finalizar, se realizaron alicuotas de 50 pl y se
almacenaron a -80 °C para su posterior uso (Sprotocols, 2014). La medicién del titulo de transformantes

se hizo mediante la metodologia de choque térmico y se utilizé la formula descrita en el apartado 2.1.1.

2.2 Preparacion de fago helper M13K07

Siguiendo el protocolo de Barbas y colaboradores (2001) se inocularon 3 alicuotas de 50 uL de ER2738 con
1 pL de fago helper M13K07 disuelto en medio SB y kanamicina (70 pg/mL) en diluciones 10, 107y 10,
se dejaron incubar por 15 min a temperatura ambiente (25 °C), luego se mezclaron con 3 mL de top agar
LB para ser vertidos en placa Petri de agar LB y ser incubados toda la noche a 37 °C. El dia siguiente se
incubd un preindculo de 10 pL de ER2738 en 10 mL de SB (37 °C, 5 g, durante 1 h), transcurrido el tiempo
se transfirieron al preindculo dos placas liticas formadas de la placa Petri del dia anterior, y se incubd 2 h
a las mismas condiciones. El preindculo infectado se transfirié a un matraz de 1 L con 250 mL de SB y
kanamicina (70 pg/mL). Se incubd durante toda la noche a las mismas condiciones. Al término de la
incubacién, se centrifugd el contenido en tubos de 50 mL a 2500 g durante 15 min. Posteriormente se
transfirid el sobrenadante a tubos nuevos y se incubd en bafo maria a 70 °C por 20 min, paso siguiente se
centrifugd el sobrenadante a las mismas condiciones de la primera centrifugacién. Finalmente, el

sobrenadante se almacend a 4 °C para su uso posterior.
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Para la determinacion del titulo del fago helper recién preparado se utilizaron diluciones 107, 10®y 10°
en medio SB, se infectaron 2 mL de ER2738 con cada una de las diluciones (incubacién 37 °C, 5 g, 1 h), al
finalizar la incubacién se mezclaron con 3 mL de top agar, se vertieron en placa de LB y se incubaron toda
la noche a 37 °C. Se contaron las placas formadas y se calculé el titulo de acuerdo con la siguiente relacién:
50 placas formadas en la caja Petri de 10, corresponden a 5x10? unidades formadoras de colonia por

mililitro (ufp/mL).

2.3 Bioseleccion a partir de biblioteca sintética

El fragmento vVNAR anti a-tubulina se obtuvo al utilizar las bibliotecas sintéticas previamente generadas
en el laboratorio de inmunologia molecular y toxinas del departamento de innovacidon biomédica del

CICESE.

2.3.1 Reamplificacion de bibliotecas no inmunes

Para reamplificar las bibliotecas se utilizd la técnica de despliegue en fagos (Barbas et al., 2001), método
que consiste en infectar cepas electrocompetentes de E. coli. Para la reamplificacién se utilizaron las
bibliotecas disponibles: VSO, VS1y VS2 (donde 0, 1y 2, corresponden al nimero de cisteinas no candnicas

conservadas de la secuencia original).

Tabla 1: Ajuste de concentraciones de las bibliotecas utilizadas para el biopanning de a-tubulina.

Biblioteca Conc.ept.racién Vol aiiadido (pL) Conce.ntracion
inicial final
VSO 1.20E+09 110 1.32E+11
VS1 4.00E+09 35 1.40E+11
VS2 3.40E+11 0.5 1.70E+11

Se utilizaron las bacterias de E. coli de la cepa ER2738, las cuales tuvieron un titulo de 2.6x10% ufc/mL. Se
inocularon 50 mL de medio con 50 puL ER2738 y se incubd a 37 °Cy 10 g durante aproximadamente 2 h
hasta alcanzar una ODgo=1. Posteriormente se realizé la infeccion con las bibliotecas (tabla 1), y se incubd
a temperatura ambiente durante 15 min para después agregar 10 pL de carbenicilina (100 mg/mL), se
procedid a incubar de nuevo, a 37 °C, 10 g por 1 h. En este punto se cuantificé el titulo de amplificacion de

las bibliotecas, para esto, se preparé una dilucién de 10 del cultivo infectado, en medio SB, para plaquear
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1y 10 pL de las células infectadas en placas de LB + carbenicilina (100 pg/mL). Al transcurrir el tiempo del
cultivo se aplicaron 15 pL de una segunda dosis de antibiético, carbenicilina (100 mg/mL), se incubé a las
mismas condiciones de la incubacién anterior. Al terminar el periodo de incubacién se agregaron 8 mL de
fago helper (titulo de 6x10* ufp/mL), una tercera aplicacién de carbenicilina (75 uL100 mg/mL) y 142 mL
de medio SB para obtener un volumen final de 200 mL y se incubé a 37 °C, 10 g por 2 h. Para finalizar, se
hizo una cuarta aplicacion de antibidtico, esta vez con 280 uL de kanamicina (50 mg/mL) y se dejo incubar

a 37 °C, 10 g durante toda la noche.

2.3.2 Bioseleccidn de fagos que reconocen a-tubulina (Biopanning)

Posterior al despliegue en fagos, se realizdé una bioseleccién de las clonas que contuvieran el vNAR de
interés. El método consistié en inmovilizar el antigeno a-tubulina en una placa de ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) con el objetivo de que solo el fago con el vNAR especifico se uniera.

Para recuperar los fagos de la amplificacién (metodologia 2.3.1) se dividié el cultivo en tubos de 50 mL
para ser centrifugados a 14000 g, 4 °C, 15 min, posterior a esto, se transfirié el sobrenadante a tubos
nuevos, los cuales se sedimentaron 30 min en frio (hielo) con 10 mL de PEG 8000 (20 %) + 2.5 M de NaCl,
posteriormente se centrifugaron a las mismas condiciones. El sobrenadante se descarté y se lavaron los
sedimentos resultantes con 2 mL en total de BSA 1 %. Los 2 mL finales se dividieron en 2 microtubos (1 mL
cada uno) y fueron centrifugados a 4 °C y maxima velocidad, 14000 g durante 5 min. El sobrenadante

resultante se filtré con un filtro de 0.2 um y se reservé a 4 °C.

Al tener la biblioteca y los fagos filtrados, se procedio a iniciar las rondas de bioseleccion, para esto se
inmovilizaron en una placa de ELISA, dos pozos con 250 ng de a-tubulina cada uno durante 1 h a 37 °C, al
terminar la inmovilizacién se boqued la placa con 150 L de BSA 3 %, posteriormente se incubaron 50 pL
de los fagos de la reamplificacion inicial (y 50 pL de los fagos de las siguientes amplificaciones, ej., ronda 2
utilizar fagos filtrados de ronda 1, ronda 3 utilizar de la ronda 2, etc.) durante 2 h a 37 °C. Transcurrido el
tiempo, se realizaron 4 rondas de lavado con TBST (Tris Buffer Saline with Tween 0.5 %) de la siguiente
manera: 5 lavados para la ronda 1; 10 para la ronda 2; 15 para la ronda 3 y 20 para la ronda 4. Al terminar
los lavados, se agregaron 50 plL de tripsina (10 mg/mL en TBS) y se incubaron por 30 min a 37 °C.
Posteriormente se lavaron y transfirieron los fagos a un cultivo de ER2738 para incubarlos durante 15 min
y propiciar la infeccidon. Finalmente, se agregaron 6 mL de medio SBy 1.6 pL de carbenicilina (100 mg/ml)
y se incubé 1 hora a las mismas condiciones. El titulo de entrada y salida de las clonas de fago infectivas se

realizé mediante conteo de colonias en placas LB + carbenicilina (100 pug/mL).
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Para determinar el titulo de salida se realizé una dilucién 1:100, mientras que para el titulo de entrada se

realizé una dilucion 1 en 100 millones.

# de colonias * Vol. cultivo (uL) (2)
INPUT = *F.D
Vol.plaqueado (uL)
# de colonias * Vol. cultivo (uL
OUTPUT = W)k p (3)

Vol.plaqueado (pL)

Donde FD corresponde al factor de dilucion empleado.

2.3.3 Busqueda de clonas con inserto vVNAR por PCR de colonia

A partir de la ronda 3 y 4, se seleccionaron aleatoriamente 30 y 50 colonias respectivamente para la
busqueda del fragmento de interés, para esto, se realizd una amplificacidon por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de punto final para cada colonia. El volumen final de reaccién fue de 20 uL vy las
concentraciones finales: colorless GoTaq Flexi buffer, MgCl, (3 nM), dNTPs (0.2 nM), una fraccidn de la
colonia (2 pL de agua de colonia), 0.5 U de TagPol y oligonucleétidos OmpSeq (F' 5’-AAG ACA GCT ATC GCG
ATT GCA G-3’) y Gback (R’ 5’-GCC CCC TTA TTA GCG TTT GCC ATC-3’) en 0.4 uM. Por ultimo, se completd
el volumen de reaccién con agua libre de nucleasas. Las condiciones y ciclos de amplificacién se realizaron
de la siguiente manera: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C durante 2 min, seguido de 30 ciclos de
95 °Cpor 30s, 55 °Cpor30sy 72 °Cpor 30s, posteriormente un ciclo final de extension a 72 °C por 5 min.
Para visualizar los amplicones, se utilizé electroforesis en gel de agarosa al 2 % y GelRED (Cabanillas-Bernal

et al., 2019).

2.3.4 Secuenciacidn

A través de la electroforesis en geles de agarosa se detectaron los amplicones que contuvieran nuestro
fragmento de interés, las amplificaciones resultantes se enviaron a secuenciar a SegXcell con el
oligonuclétido Gback, con el fin de establecer fielmente la secuencia de nucledtidos de los posibles vNAR

obtenidos de biopanning.
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2.3.5 Extraccion y purificacién del plasmido por lisis alcalina

Posterior a la identificacién por PCR y secuenciacion, se lisaron las bacterias y se extrajeron los plasmidos.
La extraccién comenzd al realizar un cultivo de 6 mL en medio SB con carbenicilina (100 pg/mL), al término
del cultivo, se siguié la metodologia de lisis alcalina por el método de Russell y Sambrook (2001). El medio
se centrifugd a 10000 g por 5 min a 4 °C para separar las fases de interés en un sedimento, el cual se
resuspendié en medio GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM pH 8.0) y RNAsa (4
mg/mL). Posteriormente se agitd en vortex y se agregaron al tubo 150 pL de dodecilsulfato sddico (SDS) 1
% y NaOH 0.2 N, en este paso se agitd suavemente por inversion. Una vez agitado se incubd en hielo por
5 min. Pasado el tiempo de incubacion, se agregaron 200 uL de CHsCO.K (5 M, pH 4.8) se agregaron para
después agitar suavemente por inversidon e incubar en hielo por 10 min. Finalizada la reaccién, se
centrifugd a las mismas condiciones por 15 min. y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, se
afiadieron 800 pL de etanol 100 % y posteriormente se agité en vortex, después se incubd a -80 °C por 30
min. El resultado de la reaccién se centrifugé a las mismas condiciones de la centrifugacién anterior, el
sedimento se resuspendido en 1 mL de etanol al 75 %, finalmente se realizé una Ultima ronda de
centrifugacion a 14000 g, 5 min a 4 °C. El sobrenadante se descartd y el tubo se dejé abierto para evaporar
el alcohol por completo. Finalmente, el sedimento se resuspendié en 150 pL de agua milliQ libre de
nucleasas. El ADN resultante purificado se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % y se

cuantifico por medio de espectrofotometria a 260 nm de longitud de onda.

2.4 Expresion y evaluacion vNAR recombinante

2.4.1 Expresién vNAR recombinante a pequefia escala

Para expresar la proteina recombinante se utilizo E. coli (cepa BL21) y se transformaron con los plasmidos
14R3 y 8R4 con concentraciones finales de 0.1 0 0.2 pug/mL. La extraccion de las proteinas recombinantes

se basé en el protocolo de The QlAexpressionist (QIAGEN, 2003), con algunas modificaciones.

La transformacidn por choque térmico se realizé en una alicuota de 50 uL de BL21 quimiocompetentes
con 10 ng de plasmido purificado (que contiene el vNAR). Para lograr la transformacion se colocaron las
células en hielo por 5 min y transcurrido el tiempo se colocaron en termoblock a 42 °C durante 1 minuto,
posteriormente se regresaron al hielo durante 5 min. extra. Al finalizar se afiadié 1 mL de medio SOCy se

incubd el cultivo a 37 °C durante 30 min con agitacion de 7 g, y 30 min sin agitacion. Del cultivo resultante
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se sembraron 50, 10 y 1 pL en placas de LB + carbenicilina (100 pg/mL) y se incubaron toda la noche a 37
°C. El numero de transformantes se estimd con el uso de la formula 1. Mientras que el conteo de las
colonias en la placa y la transformacidn con el pldsmido se corroboraron por medio de PCR de colonia con
los pldsmidos OmpSeq y Gback. Con las clonas positivas se realizaron preinéculos de 10 mL en medio SB
con carbenicilina (100 pg/mL) y se incubaron a 37 °C, 5 g, durante 14-16 h. Posteriormente se realizé un
nuevo cultivo con 495 mL de medio SB y carbenicilina (100 pug/mL), al cual se le agregd el preindculo en
proporcién de 1:100 (5 mL). El cultivo se incubd a 37 °C, 10 g, durante el tiempo necesario para alcanzar

una ODegoo de 0.6.

Para establecer la mejor condicién de expresidn de proteina se realizaron diferentes ensayos en los que
se probaron 4 concentraciones de inductor IPTG y 2 temperaturas distintas, informacién resumida en la

tabla 2.

Tabla 2: Tratamientos probados para determinar las mejores condiciones de expresion de vNAR 14R3 y 8R4.

] IPTG e
Volumen de cultivo s o Temperatura Agitacion
Concentracion final

1mM
0.5 mM
0.1 mM
oM
100 mL e — 749
1mM
0.5 mM
0.1 mM

oM

37°C

30°C

A partir de la induccién, a las 3, 6, 12 y 24 h se tomé muestra de 10 mL (en tubos estériles de 50 mL) y se
cosecharon las células al centrifugar a 4500 g, 4 °C por 20 min. El sedimento y el sobrenadante se

almacenaron por separado a -20 °C.

2.4.2 Extraccién de vNAR recombinante por ultrasonido

Para la recuperacion del vNAR se lisaron las células con ultrasonido. La metodologia comenzé con la
sedimentacion de las bacterias con centrifugacién a 4500 g, 4 °C por 20 min, el sedimento posteriormente
se resuspendio en 2.5 mL de buffer NPl 20 (NaH,PO4 H,0 20 mM; NaCl 500 mM; Imidazol 20 mM, pH=7.4)

por cada gramo de sedimento. Posteriormente se empled ultrasonido a la resuspencidn durante 6 min en
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ciclos de 30 s encendido, 15 s apagado y 70 % amplitud. El lisado se centrifugd a 14000 g por 30 min a 4
°C. El sobrenadante se recolectd en tubos limpios y se centrifugé a las mismas condiciones por 20 min, el

sobrenadante de la segunda centrifugacién se filtré y se almacend a -20 °C hasta su uso.

2.4.3 Extraccion periplasmica de vNAR recombinante por choque osmético

Similar a la metodologia del apartado 2.4.2, se evalud la recuperacién del vNAR por extraccién
periplasmica con buffers de lisis. El sedimento de bacterias se resuspendié en buffer hipertdnico (Tris-HCl
30 mM, sacarosa 20 % pH 8.0) en una relacién de 5 mL por gramo de sedimento u 8 mL para un sedimento
cosechado de 100 mL de cultivo. Posteriormente se adicioné EDTA en una concentracién final de 1 mMy
se dejé incubar en posicidn horizontal sobre hielo por 10 min con agitacién de 40 rpm en agitador orbital.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 8000 g, 20 min a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a tubos nuevos
y se reservo a 4 °C. Por otra parte, el sedimento se resuspendié en buffer hipoténico (MgS04 5 mM) en la
misma proporcién del buffer hipertdnico y se dejo incubar en hielo con agitacién a las mismas condiciones.
Posteriormente se centrifugd de la misma maneray el sobrenadante también fue almacenado a 4 °C hasta

SuU uso.

Al recuperar los dos sobrenadantes, se realizd un ELISA de expresiéon (metodologia 2.4.5) para cada
sobrenadante (por separado) para determinar por medio de Anova 1 via en GraphPad Prism 9 si existian

diferencias significativas entre los sobrenadantes y posteriormente, purificar.

2.4.4 Evaluacién de la expresion del vNAR

Para evaluar los lisados celulares se cuantificé la proteina total recuperada y se ajusto a la concentracién
de 8 mg/mL. Una vez ajustada se realizé electroforesis SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) a 75 volts y 15 min, posteriormente 150 volts y 45 min, en geles de 4 y 12 %, con 400
ug de proteinas de cada lisado celular. Al finalizar la electroforesis, se realizé la tincidn del gel con azul de
coomassie R250 para ver la pureza de lisado. El gel se cubrié con la solucion de coomassie 0.1 % (en 50 %
Metanol, 40 % agua bidestilada y 10 % Acido Acético) durante 16 h a 25 °C con agitacién constante.
Posteriormente se elimind el exceso de azul comassie y se destifiio el gel con la sulucion desteiidora de
45 % metanol, 40% agua bidestilada y 15% Acido Acético. Ademas, se evalué un Western Blot (WB)
(transferencia de 1 h a 20 V y 200 mAh) en membrana de nitrocelulosa Trans-Blot para detectar
especificamente los vVNAR (Schagger y Von Jagow., 1987). Para la inmunodeteccion del vNAR se utilizé un

anticuerpo anti-HA-HRP High Affinity (Roche) diluido 1:3000 (anticuerpo conjugado con perdxidasa que
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reconoce la etiqueta de HA (hemaglutinina) presente en el vNAR) en leche al 1 % y se revelé con DAB. Al

finalizar la metodologia las fotografias fueron tomadas en un Fotodocumentador Gel Doc XR+ System (Bio

Rad).

2.4.5 ELISA de expresion de vNAR 14R3 y 8R4

Paralelo a las pruebas de coomassie y WB, se realizé la técnica semicuantitativa de ELISA de expresidn,
para ello se inmovilizaron 400 pg de proteina del lisado en placas de ELISA durante 12 h a 4 °C.
Posteriormente se bloquearon los espacios restantes con 150 uL de leche al 3 % en PBS durante 1 hora a
37 °C, al transcurrir el tiempo se lavé la placa 3 veces con PBST 0.5 % (PBS-Tween 20 al 0.5 %) y se anadid
el anticuerpo anti-HA-HRP High Affinity (Roche) diluido 1:3000 (50 pL). Nuevamente, se incubd la placa

durante 1 hora a 37 °C y nuevamente se realizaron cinco lavados a cada pozo con 200 plL de PBST 0.5 %.

Para el revelado de la prueba se utilizaron 50 pL de sustrato para peroxidasa TMB-Blotting Solution
(Thermo Scientific) y se incubé la placa durante 15 min a 37 °C. La reaccién se detuvo con 50 ulL de acido
clorhidrico al 10 % (HCI 10 %). El ensayo fue realizado por triplicado y se utilizé leche al 3 % en PBS como

blanco. La placa se leyé a 450 nm en un espectrofotémetro Epoch (BioTek) para placas de ELISA.

2.4.6 ELISA de reconocimiento de a-tubulina y B-tubulina

Después de obtener los fragmentos VNAR separados, se probd el reconocimiento de a-tubulina y B-
tubulina por medio de la prueba de ELISA. La técnica consistié en inmovilizar 250 ng de cada proteina (por
separado) en placas de ELISA durante 12 h a 4 °C, como blanco se utilizé BSA al 3 %. Posterior a la
inmovilizacién se bloquearon los espacios restantes con 150 pL de leche al 3 % en PBS durante 1 hora a 37
°C, al transcurrir el tiempo se lavé la placa 3 veces con PBST 0.5 %. Cuando la inmovilizacién y el bloqueo
terminaron se agregaron los fragmentos de vNAR (400 g de proteina total) y se incubé durante 1 h a 37

°C.

Para el revelado de la prueba se utilizé6 50 uL de anticuerpo anti-HA-HRP High Affinity (Roche) diluido
1:3000, y se incubd el anticuerpo durante 1 hora a 37 °C. Siguiente a esto se realizaron cinco lavados a
cada pozo con 200 plL de PBST 0.5 % después, se afiadieron 50 uL de sustrato para perdxidasa TMB-ELISA
1-Step™ Turbo (Thermo Scientific) y se incubé la placa por ultima vez durante 15 min a 37 °C, la reaccion
se detuvo conl1l0 % de HCI para lograr un cambio en la coloracién de la reaccién de azul a amarillo. El
ensayo fue realizado por triplicado y la placa se leyé a 450 nm en un espectrofotometro Epoch (BioTek)

para placas de ELISA.
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2.4.7 Expresion a gran escala de vNAR recombinante

Se utilizé la cepa BL21 de E. coli para producir preindculos. Se cultivd una cepa aislada de bacterias
previamente transformadas con el plasmido de vNAR en 20 mL de medio SB con carbenicilina (100 pg/mL)
a 37 °C durante 24 h, posteriormente se transfirio el preinéculo a un matraz de 3 L con el mismo medio en
un volumen de 980 mL y carbenicilina (100 pg/mL). El medio inoculado se incubd a 37 °C hasta observar
una ODeoo entre 0.6 - 0.8. Para inducir la expresidon de proteinas se anadié Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) a 1 mM de concentraciéon final, y se incubd el medio por 24 h a 37 °C.
Finalmente, el cultivo se fraccioné en voliumenes de 50 mL y se centrifugé a 4000 g durante 15 min, el
sobrenadante se guardd a -20 °Cy las proteinas se extrajeron de acuerdo con la metodologia presentada

en el apartado 2.4.1.

2.4.8 Purificacion de vNAR por cromatografia de afinidad a metales (IMAC)

El sobrenadante reservado de la seccidn 2.4.5 se sometié a separacidén por cromatografia de afinidad. La
columna utilizada fue una columna de resina HisTrap HP affinity, afin a la secuencia de histidinas presente
en los fragmentos VNAR recombinantes. La cromatografia se realizé de acuerdo con las especificaciones
de fabrica de la propia columna con algunas modificaciones, el cargado de la muestra fue realizado de
forma manual por gravedad y para la separacion se empled FPLC (Fast protein liquid chromatography).
Para contrastar que efectivamente las proteinas se separaron se evaluaron las fracciones mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida y Western Blot.

2.5 Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia con el vNAR ATH14 (anti-tubulina) fluorescente se probd en un
microscopio confocal (Olympus FV1000) en un modelo de células de fibroblastos humanos CCD-1112Sk de

ATCC CRL-2429.

2.5.1 Preparaciéon de vNAR fluorescentes

La preparacion de los fragmentos VNAR se basé en el protocolo del proveedor (Sigma-Aldrich, 2011) y en
el de Nanda y Lorsch (2014) con algunas modificaciones. El protocolo se divide en dos pasos: etiquetado y

calculo de la eficiencia.
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Se dializaron 415 ug de vNAR puro en la solucién de etiquetado, misma que consiste en PBS con 0.1 M de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) a pH=7. Posteriormente se afiadié 20 pL del reactivo marcador CF™ 660 C
(5CJ4600050) en concentracidn inicial de 10 mM, lo cual es lo recomendado por el proveedor para
etiquetar 2 mg de vNAR. La solucidn se agité suavemente en la oscuridad durante 1 hora a temperatura
ambiente. El marcador no conjugado se elimind mediante purificacién por cromatografia de exclusion
molecular en columna Sephardex G-25 con un limite de peso molecular de 5000 Da y buffer de elusiéon

PBS.

Previo al célculo de la eficiencia de etiquetado, se calculé el coeficiente de extincion molar y masica al 1%
(€motar Y €1%, respectivamente) del vNAR ATH14 de forma tedrica, con las férmulas 4 y 5 (adaptadas de la
ley de Lambert Beer y de Hill y von Hippel, 1989). Fdrmula 4 consiste en multiplicar los coeficientes de
extincion molar de los aminoéacidos cisteina (Cys), Tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp) en unidades de Mt cm-
1Y la férmula 5 se obtiene del resultado de multiplicar emolar por 10 y dividirlo entre el peso molecular de

la proteina.

Emotar = NCys (120) + Tyr (1280) + nTrp (5690) (4)

Emolar * 10

(5)

&10 =
(€190 PM de la proteina

Para resolver el calculo y control de la eficiencia de etiquetado, se midio la absorbancia de las proteinasy
de CF™ 660C SE (a 280 y 662 nm) lo que permitid calcular la concentracidn de proteina etiquetada y el

grado de etiquetado (DOL) mediante la férmula 6 y 7 respectivamente.

Azg0nm — (A667 nm * CF) .

[Proteina etiquetada] = ED (6)

Emolar vNAR

Donde A.so y Aesy corresponden a la lectura de absorbancia a 280 nm y 667 nm respectivamente; CF
corresponde al factor de correccion (que para CF660C SE es de 0.08); FD corresponde al factor de dilucidn

tras purificar la proteina.
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A * PM « FD
Dol = 2667nm (7)
gcresoc * [VNAR]

Donde PM corresponde al peso molecular (en Da); € corresponde al coeficiente de extincion molar de

CF600C SE (valor estandar 200000).

Alternativamente, se evalué la eficiencia de etiquetado con la féormula 8, obtenida del manual de

etiquetado de Lumiprobe.

Dye _ A667 nm * EvNAR
UNAR  (Az80 nm — Ae67 nm * CF)&cresoc

Donde &ynar corresponde al coeficiente de extincion del vNAR en Mtem™,

2.5.2 Microscopia de fluorescencia in vitro

Los fibroblastos fueron expandidos en placas de cultivo (D100) con medio IMDM (suplementado con 10 %
de suero fetal bovino de Biowest S1620-500 y 1 % antibidtico/antimicotico Gibco 15240062) hasta una
confluencia de 80 %. Posteriormente se aspird el medio de cultivo y se lavé la placa 3 veces con PBS, al
finalizar el lavado se empled 1 mL de tripsina (0.105 mM, Thermofisher 25200056) para recuperar las
células adheridas a la monocapa. Finalmente se inactivé la tripsina con la adicién de medio 4 mL de IMDM
y se contaron las células para su posterior uso. Los fibroblastos se fijaron a un portaobjetos, en una
proporcién de 24000 células por portaobjetos, con soluciones de solventes organicos (-20 °C) de metanol
90 % y acetona 10 %, y metanol 50 % y acetona 50 % durante 5 (max 40) min. Pasado el tiempo se detuvo
la fijacion al realizar dos lavados con buffer PBS. Al no necesitar permeabilizacion, las células fijadas con
metanol-acetona se incubaron durante 60 min a temperatura ambiente con buffer de bloqueo (1 % leche
en PBS). Posterior al bloqueo se afiadio el vNAR ATH14 conjugado con CF™ 660 C NHS (CF 1.4 ug/mL) en
leche al 1 % en PBS, posteriormente se dejé reposar durante 60 min a temperatura ambiente o 4 °C
durante toda la noche. Al finalizar, se tifié el nicleo con DAPI (CF 1 pug/mL) y se incubd en la oscuridad
durante 10 min, por ultimo, se lavd el portaobjetos 3 veces con buffer PBS por 5 min con agitacidn leve y
se observé al microscopio en campo claro y con fluorescencia a una longitud de onda de 662 y 358 nm con
los objetivos de 60x (PlanApo N/A. N. 1.42) y 40x (UPlanFL N/A. N. 1.30). Las imagenes obtenidas del

microscopio fueron analizadas con el programa FlJI (Fiji Is Just Imagel).



21

Capitulo 3. Resultados

3.1 Preparacion de células

Las células ER2738 y TG1, cepas de E. coli, se sometieron a un protocolo de crecimiento y
electrocompetencia para posteriormente ser utilizadas en la preparacién del fago helper y en el

biopanning.

En 3 ocasiones distintas se prepararon células TG1, dichas células mostraron titulos de eficiencia desde
2.17x10° hasta 1.24x10® ufc/mL, por otra parte, un total de 2 ocasiones se prepararon ER2738, con
resultados de electrocompetencia de 1.38x107 (14/10/21) y 2.26x10% ufc/mL (20/10/21), siendo estas
ultimas las seleccionadas para el biopanning por su mayor titulo de eficiencia de infeccién. Por otra parte,
las células BL21 quimiocompetentes alcanzaron titulos de eficiencia de transformacién de 2.75x10°

ufc/mL, rango de eficiencia suficiente para realizar las expresiones.

3.2 Fago helper

El fago helper M13KO07 se replicé en células ER2738 (cepa realizada el dia 14/10/21) y se midié el titulo de
acuerdo con lo propuesto por Barbas y colaboradores (2001). 50 placas formadas en la caja Petri de la
dilucién 10® correspondieron a 5x10'? ufp/mL. Un total de 7 placas fueron contadas lo que supone un
titulo de 7x10' ufp/mL. El fago helper resultd en un titulo lo suficientemente bueno para realizar un

biopanning por lo que no fue necesario repetir.

3.3 Biopanning a-tubulina

Previo al biopanning de a-tubulina con ER2738, se probd en cuatro ocasiones la reamplificacion de las
bibliotecas de vNAR con las células TG1 recién preparadas, para esto, se utilizaron distintas
concentraciones de bibliotecas, desde 6x10'° hasta 1.7x10*! ufc/mL y no fue posible infectar a las células,

por lo que se descartaron y se prosiguid a trabajar con las ER2738.
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Mediante un screening de biopanning a partir de las bibliotecas sintéticas de concentracién 10, se logré
reducir la cantidad de fagos, de tal manera que se filtraron solo aquellos afines a la secuencia del antigeno
a-tubulina. Después de la segunda ronda hubo un decremento considerable en la cantidad de fagos
disponibles para infectar las células ER2738 (aun cuando el titulo de entrada era suficientemente elevado,
superior a 102 ufc/mL), esto debido a que se aumentaron los lavados de los fagos no afines. Sin embargo,
en las rondas subsecuentes se obtuvieron titulos de salida que rondaban las 10° colonias infectadas por
las bibliotecas, dicho comportamiento descendente-ascendente es el esperado, lo que supone grandes

posibilidades de encontrar un vNAR completo y afin al antigeno, pues al aumentar los lavados ya no

disminuyeron los titulos (tabla 3 y figura 2).

Tabla 3: Resultados de titulos de entrada y de salida por ronda de biopanning de a-tubulina.

Input Output

Etapa Titulos (ufc/mL)
Reamplificacion 4.42E+11 3.78E+10
Ronda 1l 1.05E+13 2.52E+06
Ronda 2 Incontable  4.27E+05
Ronda 3 3.95E+12 7.25E+05
Ronda 4 Incontable  2.10E+06

Titulos de salida de panning a-tub humana
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Figura 2: Grafico de titulos de salida por ronda de biopanning de a-tubulina.
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3.3.1 PCR de colonia para a-tubulina

Al finalizar las rondas del biopanning se obtuvieron 400 colonias candidatas para realizar PCR de colonia.

Del total, se seleccionaron al azar 30 colonias de la ronda 3 y 50 colonias de la ronda 4 (tabla 4).

10 12 13 "14 15 16 17 18 19 20

— - —— T S - - LS - -

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39

_—— =

45 46 47 48
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11 12 13 14 15 16 17 19 21 22 23 24 25 26 27 28
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Figura 3: Deteccidén de plasmidos de colonias de la ronda 3 y 4 del biopanning de a-tubulina corrida en gel de
electroforesis 2 %. Las flechas rojas indican las colonias cuyo plasmido se determiné que era funcional para expresar
los vNAR ATHO8 y ATH14 (arriba y abajo respectivamente).

Tabla 4: Nimero de colonias seleccionadas para evaluacidn de PCR de colonia.

Etapa Colonias Colonias
totales seleccionadas
Ronda 3 110 30
Ronda 4 290 50

Total 400 80




24
Como se muestra en la figura 3, se obtuvieron solamente 2 amplicones de la ronda 4 que rondaban un
tamanfio entre 600 y 700 pb. Sin embargo, aproximadamente el 94 % restante de las muestras tuvieron un
fragmento mas pequefio (=600 pb) proveniente del plasmido (tabla 5), ya que los primers OmpSeq y Gback
son especificos para pComb3X, plasmido en el cual se encontraban las secuencias de los propios VNAR.
Marcado con flechar rojas se muestran los candidatos 8 de la Ronda 4 (ATHO8) y 14 de la Ronda 3 (ATH14)

que posteriormente se dilucidé que eran los Unicos vNAR funcionales.

Tabla 5: Resultados de amplificacién de PCR de colonia evaluada por electroforesis 2 %.

Ronda 4 Ronda 3
50 colonias - 30 colonias -
totales 32 amplificaron totales 28 amplificaron
200 a 300 pb 1 amplicon 200 a 300 pb 0 amplicones
500 a 600 pb 28 amplicones 500 a 600 pb 28 amplicones
600 a 700 pb 2 amplicones 600 a 700 pb 0 amplicones

3.3.2 Secuenciacién de clonas positivas para vNAR anti a-tubulina

De las 60 clonas enviadas a secuenciar, solamente 2 fueron distintas y viables para la expresién del vNAR
anti a-tubulina (plasmidos que no tuvieran la secuencia original de las bibliotecas o que presentasen
codones de parada en el CDR3), la 14R3 (ATH14) y la 8R4 (ATHO8). Ambas clonas pertenecen a la biblioteca

VSO0 pues no presentan las cisteinas no candnicas en el CDR3 y es con la que comparten mayor identidad.

100 120 140

| 1 |
14r3-Gback 808 004(-1) KBUTHEDScT MECEAVABSE N- -BoNcilBl WRoATHEREG- MR- -c4cTll THN 116 «— v
8R4-Gback 603_013(-3) KDETHERSGT MRCEARNSEN S- - BENBPM SKcAQSTHE- BE--GAGTHE THN 118 «— AThos
T1(+1) KBRTHEBSGT Wlc\*KAQ7 NoRRERGPEA SHAsmvcSEE M- - cAcTHE THN 121
120(+1) KBHTHERSET BEc::NA-- DRBRERVAR- ----- Bocks BMlccTHE Ty 115
i6(+1) KDRTHERSET Blc:'KsGc RNBTSHRGE: WPohcERcES NENBG:cTHE TR 123
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Figura 4: Secuencias de vNAR 14R3 (ATH14) y 8R4 (ATHO8) provenientes del biopanning de a-tubulina, ambas clonas
pertenecen a la biblioteca sintética VSO0 (T1) al no tener cisteinas candnicas en el CDR3. El cuadro rojo sefiala la regién
del CDR3 de los VNARs.
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Al eliminar las etiquetas de histidina y anti-HA, el vNAR ATH14 tendria 124 aminodacidos con un peso de
13.766 kDa y un radio hidrodindmico aproximado a 2.09 nm. Por otra parte, el vNAR ATHOS8 estaria
compuesto por 124 aminodacidos con un peso de 13.683 kDa y un radio hidrodindmico esperado de 2.08

nm. La secuencia completa e informacién de los aminodcidos de los vNAR se muestra en los anexos Ay B.

3.3.3 Extraccion de plasmidos vNAR anti a-tubulina

Los plasmidos obtenidos de la extraccion de ambas clonas, se cuantificaron en nanodrop LITE
(ThermoFisher Scientific), y se encontraron concentraciones de 2444 y 2560.9 ng/uL para ATH14 y ATHO8
respectivamente. Al finalizar la extraccion, la integridad de los plasmidos pudo observarse por medio de
electroforesis, la cual se muestra en la figura 5. En ambas extracciones se puede apreciar bandas de ADN
de tamafo aproximado a 3 kpb, lo que corresponde con el tamafio esperado del pldasmido pComb3X donde
se encuentra la secuencia de los vNAR. Se considera que el ADN plasmidico se encuentra integro al no

encontrar ADN de menor tamafio que pudiese indicar que el pldsmido no este completo.
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Figura 5: Evaluacion de integridad de ADN plasmidico recuperado de las colonias 14R3 y 8R4 provenientes del
biopanning de a-tubulina en gel de agarosa 2 %, el fragmento esperado se encuentra aproximadamente en 3 kpb.
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3.4 Expresion a pequeia escala de vNAR clona 14R3 (ATH14) y 8R4 (ATHO08)

anti a-tubulina

3.4.1 Evaluacidon de expresidon a pequefia escala de vNAR ATH14 y ATHO8 anti a-

tubulina

Posteriormente a la extraccion de las proteinas de BL21 se cuantificd la proteina total y se ajusté la
concentracién de todas las condiciones a un estandar de 8 mg/mL para comparar la diferencia de
expresion entre tratamientos. Por medio de la tincion Coomassie (figuras 6 y 8) no es posible distinguir
cual de todas las bandas corresponde a los VNARs, sin embargo, las bandas se observan homogéneas entre

tratamientos por lo que durante la inmunodeteccion si se esperaba apreciar diferencias (figura 7 y 9).

1mM 0.5 mM
| \

MM CV043  24h  12h 6h 3h  24h  12h  6h  3h

Figura 6: Electroforesis de SDS-PAGE y tincidn Coomasie de las diferentes condiciones evaluadas de ATHOS8. Control
positivo proteina CV043 semipurificada.
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Figura 7: Western Blot de las diferentes condiciones a evaluar de ATHO8. Control positivo proteina CV043
semipurificada.
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Del total de condiciones evaluadas por WB, todos los tiempos de las concentraciones 1 y 0.5 mM de
inductor IPTG e incubacién a 37 °C presentaron suficiente proteina para ser detectada en la clona ATHO8
(figura 7). Por su parte, solamente el carril de 1 mM de inductor IPTG e incubacién de 24 h a 37 °C presentd

suficiente proteina para ser detectada en la clona ATH14 (figura 9).

1mM 0.5 mM 0.1 mM

24h  12h 6h 24h

12h  6h 24h  12h
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Figura 9: Electroforesis de SDS-PAGE y tincion Coomasie de las diferentes condiciones evaluadas de ATH14. Control
positivo proteina CV043 semipurificada.
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Figura 8: Western Blot de las diferentes condiciones evaluadas de ATH14. Control positivo proteina CV043
semipurificada.

Posterior a los geles y WB se realizaron pruebas de ELISA de expresidn y de reconocimiento (figura 10),

para observar semicuantitativamente cuanta cantidad de proteina vNAR estaba presente y también la
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capacidad que tienen los VNAR de reconocer el antigeno al cual se estan enfrentando (proteinas del

microtubulo a- y B-tubulina).

La clona con mayores niveles de expresidn fue la clona 14R3 (ATH14), misma que tiene también un mayor
nivel de reconocimiento por las proteinas de los microtibulos, si bien no existen diferencias significativas
entre los resultados de las pruebas ELISA se decidid que se utilizaria la clona que mayor reconocimiento

presentara.

ELISA de reconocimiento
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Figura 10: ELISA de expresion (izquierda) y ELISA de reconocimiento de a- y B- tubulina (derecha), las mejores
condiciones de las pruebas de Coomassie y WB (1ImM IPTG, 37 °Cy cosecha a 24 h para 14R3 y 0.5 mM IPTG, 37 °C
y 6 h para 8R4) se evaluaron por ELISA de expresion y reconocimiento con la proteina total ajustada a 8 mg/mL. ns
P>0.05, * P<0.05, ** P <0.01 ***, P <0.001, **** P <0.0001.

3.5 Expresion a gran escala de vNAR ATH14 anti a-tubulina
Al determinar las mejores condiciones de expresidn y reconocimiento se decidié proseguir con la clona

ATH14 para expresar a gran escala y producir grandes volimenes de vNAR. Al escalar el cultivo se pudo

obtener un rendimiento de 901.63 mg de proteina total extraida por cada litro de cultivo.

3.6 Purificacion de vNAR ATH14 anti a-tubulina
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Para purificar las proteinas a pequeia escala (10 mL de lisado de células con vNAR ATH14) se establecié
un gradiente elucién con imidazol (de 40 a 500 mM), la cual es una molécula analoga y precursora del
aminodcido histidina. El gradiente mostrado en la figura 11 sirvié como base para las purificaciones

posteriores (figura 13 y 16).

mAL Imidazol B
500 mM

J

] 50 100 150 ml

Figura 11: Cromatograma del gradiente de elucién para la estandarizacidon de purificacion de ATH14 a pequefia
escala. Linea roja, el porcentaje de imidazol empleado (100 % B= 500 mM); Linea azul, lectura de absorbancia a 280
nm.

Figura 12: ELISA de expresion del gradiente de elucion para la purificaciéon de ATH14.
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Purificacion gradiente His-Trap ATH14
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Ninguno de los tratamientos representd diferencias significativas (figura 12), sin embargo, la mayor lectura
estuvo presente en las eluciones de 150 mM de imidazol, por lo cual establecié esa concentracién como

la concentracion estandar para las purificaciones subsecuentes a gran escala (3L de cultivo).

Imidazol
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Figura 13: Cromatograma del gradiente de elucién para la purificacién a gran escala de ATH14. Linea roja, el
porcentaje de imidazol empleado (100 % B= 500 mM); Linea azul, lectura de absorbancia a 280 nm; Flecha roja,
pico aislado que muestra la deteccidn de proteinas en la elucién de 150 mM.
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Se sospechd que el pico de proteinas detectado en la fraccion dos de la elucidon a 150 mM podria ser la proteina

del vNAR ATH14, por lo que en las pruebas subsecuentes (figuras 14 y 15) se analizé la pureza de las fracciones

por coomassie y se detecto especificamente la presencia del vNAR con ayuda de Western Blot y el anticuerpo

primario anti-HA-HRP.

25 kDa

20 kDa
17 kDa

11 kDa

MM.- Opti protein XL

marker

1.- Sin purificar
2-FT20 mM

3.- Lavado 20 mM
4.-150 mM F1
5.-150 mM F2

6.- 150 mM F3

7.-500 mM F1
 _ 5NN mM F?

Figura 14: Electroforesis de SDS-PAGE y tincidn Coomasie de las eluciones con imidazol en la purificacién a gran escala

de ATH14.

Figura 15: Western Blot de las eluciones con imidazol en la purificacién a gran escala de ATH14.

Se determind que ninguna de las fracciones estaba 100 % pura (figura 14), sin embargo, si se eliminaron

proteinas inespecificas en los lavados y, ademas, la proteina fue detectada en todas las fracciones, por lo

que se procedio a realizar una repurificacién de las eluciones de 150 mM y 500 mM por el mismo método

de HisTrap.

Figura 16: Cromatograma del gradiente de elucidn para la repurificacion a gran escala de ATH14. Linea roja, el
porcentaje de imidazol empleado (100 % B= 500 mM); Linea azul, lectura de absorbancia a 280 nm; Flechas rojas,
picos aislados que muestra la deteccion de proteinas en las eluciones de 150 y 500 mM.
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MM.- Optiprotein XL marker

1.-150 mM F6
2.-500 mM F1
3.-500 mM F2
4.-500 mM F3
5.- 500 mM F4
6.- 500 mM F5

7.- Reequilibrado 20 mM

8.-FT 20 mM

Figura 18 Electroforesis de SDS-PAGE vy tincién Coomasie de las eluciones con imidazol en la repurificacidn a gran
escala de ATH14. Flecha roja, muestra la deteccién de proteinas puras en el gel tefiido.

25 kDa

20 kDa
17 kDa

11 kDa

S

B
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Figura 17: Western Blot de las eluciones con imidazol en la repurificacion a gran escala de ATH14. Las flechas rojas

indican que la deteccidn de proteinas puras en el la membrana corresponden al vNAR.

Con el método de purificacion y posterior repurificacion (figuras 13 y 16) a las mismas condiciones de

elucion de 150 y 500 mM de imidazol, se logré estandarizar la purificacion de ATH14. Como se observa en

la figura 17, las fracciones F2-F5 (de 500 mM) fueron consideradas como proteinas VNAR lo

suficientemente puras para realizar la conjugacion. A las fracciones dializadas se les determind la

concentracion de la proteina al medir la absorbancia a 280 nm; el promedio de las lecturas dio como

resultado una concentracién de 0.1796 mg/mL de vNAR. Del total de fracciones se recuperaron 19 mL de

proteinas por lo que se obtuvo una cantidad de 3.4124 mg de vNAR y como esto fue recuperado de 1 L de

cultivo, el rendimiento de produccidn y purificacidn se establecié como 3.4124 mg de vNAR/L de cultivo.
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3.7 Conjugacion de vNAR ATH14 con CF660C SE.

Posterior a la conjugacion del vNAR ATH14 con el fluorocromo CF660C SE, se realizé una purificacion del
producto conjugado mediante exclusion molecular. El producto de la reaccidn se recuperd en 4 fracciones
distintas denominadas E1-E4 (cada elucidn recuperada con un volumen de 3 mL). Los resultados de las
mediciones a 280 nm (deteccién de aminoacidos aromdticos de la proteina) y a 667 nm (deteccién del

fluorocromo) se muestran resumidos en la tabla 6.

La relacion fluorocromo/vNAR resultd en 1 molécula fluorescente por cada molécula de vNAR, probablemente

la conjugacién se logré realizar con éxito en el amino terminal de la proteina.

Tabla 6: Resultados de conjugacién de vNAR-Fluorocromo.

Resultados de lecturas y datos para calculo de conjugacién ATH14-CF660C SE

ATH14 E1 ATH14 E2 ATH14 E3 ATH14 E4

A280 0.615 0.189 0.108 0.412
[VNAR total] (ug/mL) 211 188 58.6 152
Amax (667) 1.966 0.709 0.552 0.016
CF 0.08 0.08 0.08 0.08

£ molar 1 % vNAR 2.9 2.9 2.9 2.9

FD 1.4 1.4 1.4 1.4
MW (Da) 17780 17780 17780 17780

£ molar dye CF660C 200000 200000 200000 200000
€ VNAR 50310 50310 50310 50310

Resultados con formula de manual CF660C SE

Conjugado 0.221 0.064 0.031 0.198
% de conjugado 22.09 % 6.3% 3.06 % 19.84 %
Relacién CF660C/vNAR 1.107 1.385 2.244 0.010

Resultados con férmula de manual Lumiprobe

Relacion CF660C/vNAR 1.080 1.352 2.190 0.009




35

3.8 Microscopia de fluorescencia con vNAR ATH14-CF660C

Las fijaciones fueron realizadas con el uso de solventes en mezcla de metanol-acetona, estos agentes
fijadores no requieren del paso posterior de permeabilizacién, sin embargo, puede llegar a afectar el

epitopo en los antigenos por lo que se evaluaron dos combinaciones, proporcién 50-50 y 90-10 (figura 19).

Metanol-Acetona: 90-10% Metanol-Acetona: 50-50%
400x 00 i 400x 600x

Campo claro

Laser 663 nm

Figura 19: Micrografia de células CCD-1112Sk (Fibroblastos humanos) fijadas en distintas concentraciones de
metanol-acetona y tefiidas con ATH14-CF660C (1.4 pug/mL), escala de 10 um.

Metanol-Acetona: 90-10% Metanol-Acetona: 50-50%
600x 600x 600x 600x

AD AD

Campo claro

Laser 663 nm

Figura 20: Micrografia de células CCD-1112Sk fijadas en distintas concentraciones de metanol-acetona y tefidas con
ATH14-CF660C (1.4 png/mL), amplificacion de 600x y posterior amplificacidn digital (AD) escala de 10 um.



36

Metanol-Acetona: 50-50%
600x 600x 600x

Campo claro

Laser 663 nm
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Laser 663 nm
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Figura 21: Micrografia de células CCD-1112Sk tefiidas con ATH14-CF660C (1.4 ug/mL) y DAPI (1mg/mL), amplificacidn
de 600x y posterior amplificacion digital (AD) escala de 10 um.
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En ambos casos (figura 19), no se encontré autofluorescencia en el control negativo (ausencia del vNAR
conjugado). Al tener certeza que la fluorescencia (color rojo) que se apreciaba correspondia solamente al
vNAR conjugado se tomaron mas micrografias, con el objetivo con mayor amplificacion (60x). Ademas, se
procedid a hacer amplificacién digital para observar las estructuras microtubulares y su patréon de

distribucion.

En la micrografia de 50-50 % 600x AD (Figura 20), se puede apreciar un inmunomarcaje que presenta la
distribucidn radial caracteristica de los microtibulos presentes en los fibroblastos. Sin embargo, al no
poder observar las estructuras definidas en la fijacidon de 90-10, se repitié el experimento para comprobar
gue solo se tefiian las proteinas en el citoplasma (debido a que no debe existir presencia de microtubulos

en el nucleo), esto descartaria marcaje inespecifico.

Los resultados de las micrografias (figura 21) comprobaron que existe poca o nula fluorescencia dentro del
nucleo. Ademas, en el laser 633 fue posible apreciar un par de puntos fluorescentes en el nucleo de las
células (todas las micrografias de la figura 21 a excepcidon de las dos micrografias de la derecha en la fijacion
de metanol-acetona: 50-50 %), lo que probablemente se trate del vestigio de los centrosomas donde aln

qgueden tubulinas polimerizadas.
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Capitulo 4. Discusion

La importancia de este proyecto recae en la explotacién de nuevas moléculas para ser implementadas en
microscopia de fluorescencia y ofrecer alternativas a las problematicas actuales o que en un futuro puedan
existir. En esta tesis se desarrolld por primera vez un trabajo que utiliza un vNAR fluorescente como
herramienta molecular que puede emplearse en sustitucion a los anticuerpos IgG monoclonales
fluorescentes para realizar la técnica de microscopia de fluorescencia. Los nanocuerpos fluorescentes que
han sido reportados en la literatura corresponden principalmente a nanocuerpos de camélidos y
fragmentos de dominio sencillo de anticuerpos (sdAB), sin embargo, no se encontré en la literatura

mencidn o referencia a los anticuerpos tipo VNAR (Beghein y Gettemans, 2017; De Beer y Giepmans, 2020).

El aislamiento de anticuerpos tipo VNAR por medio de bibliotecas sintéticas y la técnica de despliegue en
fagos es un método alternativo a la produccién de anticuerpos via hibridoma. De esta manera, en este
trabajo se utilizaron 3 bibliotecas distintas con 0, 1 y 2 cisteinas no candnicas (VSO, VS1 y VS2
respectivamente) para seleccionar vNARs especificos para el reconocimiento de a-tubulina. Aunque se
partié de una combinacidn con concentraciones idénticas de las 3 bibliotecas (titulos de 10'?), solamente
fue posible aislar 2 vNAR (ATH14 y ATHO8) que reconocen a a- y B-tubulina (posiblemente reconocen una
regién presente en ambas tubulinas) pertenecientes a la biblioteca VSO (figura 4). Estos resultados son
similares a lo reportado por Cabanillas-Bernal en 2019 donde se realizaron biopannings contra diferentes
antigenos y solamente fue posible obtener un vNAR funcional de las bibliotecas VSO y VS1, pero no de VS2.
Por otra parte, Valdovino-Navarro y colaboradores (2022) lograron seleccionar, mediante despliegue en
fagos, 3 VNAR potencialmente funcionales sin cisteinas no candnicas que reconocen la proteina Spike de

SARS-CoV-2.

Sin embargo, para el desarrollo de proteinas recombinantes, como es el caso de los VNARs, una de las
principales limitantes suele ser la determinacién de estrategias de produccion, purificacion y deteccion
(Lozano y Ceccarelli, 2014). En nuestro grupo de trabajo, los plasmidos que codifican a los vNARs fueron
disefiados con un promotor de induccién y con etiquetas de histidinas y HA, mismas que facilitan la
obtencidn de proteinas en gran cantidad y puras, como pudo ser observado en los resultados de las
secciones 3.4.1 y 3.6. No obstante, cada vNAR suele comportarse de manera distinta, por lo que es
necesario estandarizar protocolos especificos para su produccidn y purificacion. Es por dicha razén que se
optd por evaluar los dos vVNARs obtenidos del biopanning y decidir cual era la mejor opcion para proceder

con los experimentos subsecuentes. En el caso de ATH14, este vNAR solo se pudo producir con la adicion
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de 1 mM de inductor de expresion IPTG, no obstante, los niveles de expresidon fueron mayores que en las
mejores condiciones de expresidn del vNAR ATHO8. Asi mismo, el proceso de purificacion de ATH14 resulta
en un vNAR puro en tan solo dos rondas de purificacidon por cromatografia en columna HISTRAP. Ademas,
el rendimiento de vNAR purificado es superior a 1 mg de proteina/L de cultivo, mientras que para ATHO8
no se supera los 50 pg/L en la purificacion. Esta ultima cantidad de proteina no es suficiente para realizar

la posterior conjugacion con el fluorocromo CF600C SE (Sigma-Aldrich, 2011).

En las estrategias de conjugacion nanocuerpos-fluorocromos se han empleado tres métodos principales:
(1) la construccion de plasmidos (Moutel et al., 2016), (2) la ligacion enzimatica (Taki et al., 2004) y (3) la
conjugacidn quimica (Platonava et al., 2015). La eleccién del método se basa en la necesidad de los
protocolos y en las caracteristicas de la molécula a marcar (Beghein y Gettemans, 2017). La estrategia
empleada en este trabajo fue la de ligacidon quimica con moléculas como el N-hydroxysuccinimide ester
(NHS). La principal caracteristica del NHS es que tiene la capacidad de formar enlaces con los grupos amino
libres, ademas, es posible aumentar la selectividad por el amino terminal cuando la reaccién se lleva a
cabo en pH 7 (Molecular Probes, 2013). Estas caracteristicas permiten marcar solamente una molécula
fluorescente por cada vVNAR (como se muestra en los resultados de la seccion 3.7). Adicionalmente, la
reaccion es rapida, sencilla de realizar y no implica la construccidn de vectores o la adicién de enzimas, lo

que no influye en su posterior purificacién y recuperacién.

El uso de solventes organicos como el metanol y acetona ha sido empleado para realizar fijaciones de
células y tejidos ya que suele ser un método directo, rapido y no suele generar autofluorescencia. Ademas,
no necesita permeabilizacion posterior para marcar compuestos intracelulares. Sin embargo, una
desventaja de usar solventes es su capacidad de desnaturalizar los antigenos y destruir epitopos. Si bien
existen otros métodos no desnaturalizantes, como la fijacion quimica con aldehidos (formaldehido,
paraformaldehido y glutaraldehido), estos si desarrollan autofluorescencia y requieren permeabilizacion
de la membrana plasmatica para realizar marcaje intracelular (Hibbs, 2004). En este trabajo se optd por
utilizar el método de solvente organico porque si el vNAR continuaba reconociendo a- y B-tubulina, en
condiciones donde posiblemente la conformacidn de los epitopos se viera afectada, supondria que es apto
también para realizar pruebas con los otros métodos que no comprometen la estructura de los antigenos.
Ademas, estos reactivos son mas sencillos de conseguir y suelen ser de uso cotidiano en la mayoria de los

laboratorios.

Sin embargo, debido al método de fijacidn utilizado, es posible que la fluorescencia observada en los

fibroblastos tefiidos con el vNAR ATH14-CF660C, no haya permitido identificar protofilamentos de
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microtubulos. Este patrén observado es debido a que la fluorescencia se encuentra desordenada y
distribuida en todo citoplasma. Aun asi, los resultados son positivos ya que no se inmunodetectaron
tubulinas dentro del nucleo (figura 21). Estos resultados son similares a los obtenidos por Gonzalez-
Granillo y colaboradores en 2012 y por Celik y colaboradores en 2013 donde se observd el mismo efecto
en los microtubulos de células CHO (células de ovario de hamster chino) y cardiomiocitos de ratas Wistar,
respectivamente. La accién mecdnica y enzimatica de desprender las células de la monocapa del cultivo
provoca un cambio en la morfologia de la célula. Es decir, la célula pasa de estar adherida en estado
fusiforme a una forma esférica cuando se encuentra en suspensién. Este proceso tiene efecto directo en
el reordenamiento de los microtubulos por medio de desplazamiento fisico, ruptura y despolimerizacién
de los microtubulos dentro del citoplasma de las células. Para obtener mejores resultados en el
inmunomarcaje de las células con el vNAR fluorescente, se recomienda como perspectiva hacer el cultivo
y crecimiento de las células directamente en el portaobjetos a tefir. De esta manera se lograria ver el
patrén de distribucion de los microtubulos en su estado basal, sin alteraciones como las antes

mencionadas.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se logrd el aislamiento de 2 anticuerpos tipo vNAR que reconocen las proteinas a- y -
tubulina humanas a partir de un biopanning contra a-tubulina humana, a partir de 3 bibliotecas sintéticas
distintas. De los dos VNAR aislados, el YNAR ATH14 presentd diferencias significativas en el reconocimiento
en comparacion con ATHO08. Sin embargo, ATH14 no presentd mayores niveles de expresion, por lo que es

el mejor candidato al obtener mayores cantidades de proteina en un menor volumen de cultivo.

En la relacion fluorocromo/vNAR existe una molécula fluorescente por cada molécula proteica. Por lo
tanto, se logrd realizar una conjugacién selectiva entre el grupo amino terminal del vNAR ATH14 vy el

fluorocromo CF660C SE, mediante una reaccidn realizada a pH neutro.

A pesar de no haber establecido las condiciones dptimas de inmunomarcaje para células de fibroblastos
humanos, fue posible realizar la técnica de microscopia de fluorescencia con el uso de solventes (metanol-
acetona) en distintas proporciones (50-50 % y 90-10 %). Ademas, el inmunomarcaje observado solo se
aprecia en el citoplasma celular (regién donde se encuentran los microtubulos en la mayoria de los
estadios celulares). De manera que, aunque no haya sido utilizado un anticuerpo control, es posible

afirmar que el inmunomarcaje se realizd con éxito.

Para futuras investigaciones y reforzar los resultados obtenidos en este trabajo se sugiere realizar mas
experimentos con otros métodos de fijacion y utilizar un anticuerpo comercial que sea empleado como
control. Ademads, como perspectiva, es posible realizar pruebas de colocalizacién de la fluorescencia para
determinar si el vNAR fluorescente puede ser incluso una mejor alternativa para realizar los ensayos de
microscopia de fluorescencia al aumentar la eficiencia de marcaje, disminuir los tiempos de incubacién y

reducir el uso de agentes permeabilizantes.
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Anexo A: Tabla de composicién de aminoacidos de ATH14 y AT0O8

Para realizar el calculo de coeficiente de extincion del vNAR fue necesario conocer el peso molecular de la

proteina completa, ademads, el tipo y nimero de aminodacidos que contenia su secuencia. Los datos se

encuentran resumidos en la tabla 7.

Tabla 7: Datos generales de la composicion de la secuencia de aminoacidos de ATH14 y ATHO8

ATH14 ATHO8
Longitud 162 aa Longitud 158 aa
Peso molécular (PM) 17.78 kDa Peso molécular (PM) 17.23 kDa
Punto isoeléctrico 8.57 Punto isoeléctrico 6.37
Indice alifatico 64,506 Indice alifatico 71,076
Aminoacido Conteo Aminoacido Conteo
Alanina (Ala) 18 Alanina (Ala) 17
Cisteina (Cys) 2 Cisteina (Cys) 3
Acido aspartico (Asp) 7 Acido aspartico (Asp) 7
Acido glutamico (Glu) 5 Acido glutamico (Glu) 5
Fenilalanina (Phe) 6 Fenilalanina (Phe) 8
Glicina (Gly) 18 Glicina (Gly) 13
Histidina (His) 9 Histidina (His) 7
Isoleucina (lle) 5 Isoleucina (lle) 7
Lisine (Lys) 7 Lisine (Lys) 6
Leucina (Leu) 9 Leucina (Leu) 10
Metionina (Met) 1 Metionina (Met) 0
Asparagina (Asn) 5 Asparagina (Asn) 6
Prolina (Pro) 4 Prolina (Pro) 5
Glutamina (Gln) 7 Glutamina (Gln) 7
Arginina (Arg) 6 Arginina (Arg) 3
Serina (Ser) 11 Serina (Ser) 16
Treonina (Thr) 16 Treonina (Thr) 15
Valina (Val) 11 Valina (Val) 10
Triptofano (W) 7 Triptéfano (W) 5
Tirosina (Y) 8 Tirosina (Y) 8




a7

Anexo B: Secuencia de aminodacidos completas de ATH14 y ATO8

ATH14:

LKTGHAIAVAQAGFATVAQAAASLDQTPRTATRETGESLSLKCVLTDTSHILFGTKWFWNNPGSTDWESITIGGRYVES

VNNQAKSFSLQIKDLTVEDSGTYYCKAMAHSRVRGVGWFWWRGATWFKGYYGAGTVLTVNGGQAGQHHHHHHG
AYPYDVPDYA

ATHOS8:

AIAVALAGFATVAQAAASLDQTPRTATRETGESLSLKCVLTDTSHILFGTKWFWNNPGSTDWESITIGGRYVESVNNQA
KSFSLQIKDLTVEDSGTYYCKAFISLNSFFIFPWWSKCAQSTVSYYGAGTVLTVNGGQAGQHHHHHHGAYPYDVPDYAS

Ambas secuencias contienen las etiquetas de seis histidinas y HA, necesarias para el proceso de deteccién

y purificacidon por cromatografia de afinidad a metales y por inmunoafinidad con el anticuerpo anti HA.






