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40.2. ResumenEl sistema inmune puede responder a millones de moléulas diversas generando antiuerpos ondiferente grado de espei�idad y a�nidad. Los antiuerpos son gluoproteínas ompuestas pordos adenas ligeras y dos adenas pesadas. Ambos tipos de adenas están a su vez formadas porregiones onstantes y variables, siendo estas últimas las enargadas del reonoimiento haia suantígeno. Los amélidos, además de los antiuerpos onvenionales, poseen isotipos homodimé-rios funionales de adena pesada (HCAb) que areen ompletamente de adenas ligeras. Losdominios variables derivados de éstos (VHH) onservan la apaidad de reonoimiento y sufrenmodi�aiones para ontrarrestar la ausenia de adenas ligeras. Por un lado, las VHH presentansustituiones nuleotídias en la región que en las VHs onvenionales interatúa on el dominioVL. En general, esos ambios le dan un aráter más hidrofílio al dominio. Además, las tres asasde unión al antígeno adoptan onformaiones distintas a las estruturas lásias y la mayoría pre-senta un CDR3 relativamente largo omparado on los observados en humano y ratón. Por otraparte, los fragmentos VHH son fáilmente produidos por diversos miroorganismos. Su estru-tura araterístia y omposiiión naturales les dan importantes ventajas sobre otros fragmentosde antiuerpos ya que provoan poa o ninguna respuesta efetora y tienen mayor solubilidad yestabilidad. Los VHH son moléulas ompuestas de dominio únio, siendo exelentes andidatospara la generaión de agentes terapéutios. En este trabajo, se obtuvieron dos biblioteas noinmunes de VHH a partir de sanger periféria de una ejemplar de Llama. Del tamaño y variabi-lidad obtenidas se propone a las librerías omo poteniales fuentes de dominios espeí�os paradiversos antígenos. Ambos repertorios deVHHs fueron desplegados en fagos �lamentosos M13,para lograr un vínulo direto entre el fenotipo deplegado y el genotipo orrespondiente. Despuesde tres rondas de tamizado se aislaron dos lonas on apaidad de reonoer a la �brilla de laporteína 6aJL2 (moléula relaionada on la formaión de agregados insolubles en la amilodosisAL). La obtenión de estos VHH ayudará a la eluidaión de los meanismos de extensión de la�bra, así omo también abre la posibilidad de inhibir la formaión de los agregados.



Capítulo 1
INTRODUCCIÓN
La generaión de ligandos naturales de bajo peso moleular ha sido una onstante neesidad en elestudio de ampos omo el de las interaiones moleulares, la biomediina y, más reientemente,la proteómia. Dada la importania que han adquirido los ensayos de unión miniaturizados enla investigaión postgenómia, es en este último ampo en el que mayor empuje se ha generado.Esta es un área en la que los notables avanes en la tenología de miroarreglos han relegado ala generaión de los ligandos a ser la etapa limitante [1, 2℄.Los ligandos espeí�os son ampliamente utilizados, entre otros ampos, en biomediina, diri-giéndolos ontra blanos elulares y humorales. En el aso de los blanos elulares se inluyenlas élulas tumorales y otros subtipos on funionamiento inadeuado, de�iente o desregulado.Por otro lado, dentro de blanos humorales se onsideran tanto afeiones rónias omo agudasrelaionadas on la presenia indeseable de determinadas moléulas en el organismo.1.1. AntiuerposDesde que Köler y Milstein en 1975 desarrollaron la ténia de ultivo de poblaiones de élulasseretoras de antiuerpos monolonales (mAb), los antiuerpos se han onvertido en los ligandosnaturales por exelenia empleándose en una amplia gama de apliaiones.Naturalmente, el sistema inmune puede responder espeí�amente a millones de moléulas di-versas, generando antiuerpos on diferente grado de espei�idad y a�nidad, mismos que le5



1. INTRODUCCIÓN 6on�eren al organismo la apaidad de ontender on moléulas extrañas que pudieran alterarsu funionamiento. Sin embargo, en el uso y manipulaión de estas moléulas se presentan tresprinipales problemas:a) Su produión en ultivos de élulas euariotas es ostosa, si se pretende obtener un númerogrande de antiuerpos.b) Su farmaoinétia es lenta debido a su tamaño.) No pueden generarse ontra moléulas propias.En el intento por soluionar estaslimitaiones, se ha busado obtener moléulas on a-raterístias similares en uanto a su apaidad de reonoimiento, pero que no presenten lasdesventajas menionadas y sean fáilmente manipulables. La mayor aproximaión a este om-portamiento ha sido lograda on la generaión de los fragmentos de antiuerpos: Fab's y sFv's(�g 1.1).

Figura 1.1: Representaión de una IgG onvenional y de fragmentos generados a partir de la moléula [3℄.Estos fragmentos se han obtenido por dos vías, los Fab's mediante digestión enzimátia (uso depapaína o pepsina) o empleando tenologías de biología moleular en ambos asos.Los fragmentos pueden ser expresados en baterias y levaduras on relativa failidad, y al onser-var las regiones variables ligera (VL) y pesada (VH) exhiben esenialmente la misma espei�idadpor el antígeno (Ag) que los antiuerpos originales. Su menor tamaño, (Fab ∼ 60kDa, sFv ∼



1. INTRODUCCIÓN 730kDa) permite que tengan mayor aeso a los espaios extravasulares, presenten un menortiempo de retenión y sean eliminados más rápidamente de la sangre, lo ual es importante entratamientos ontra afeiones agudas. Pero lo más relevante, es que provoan muy poa o nin-guna respuesta inmune al administrarse a paientes, debido a que persisten muy poo tiempoen la irulaión y a que areen de las regiones onstantes propias de los antiuerpos, las ua-les estan involuradas on respuestas efetoras. La terera limitante del uso de los antiuerposmonolonales ha sido erradiada por una poderosa metodología: el despliegue de biblioteas deantiuerpos en fagos �lamentosos.

Figura 1.2: Esquema de una IgG onvenional, un antiuerpo de adena pesada (HCAbs), presente en los amélidosy su respetivo fragmento variable (VHH) [3℄.De manera que hasta hae unos años, estos fragmentos (sFv), pareían ser las unidades míni-mas apaes de llevar a abo un reonoimiento antígeno-antiuerpo, y es que las espeies devertebrados estudiadas hasta entones presentan antiuerpos on una estrutura básia omún(�g1.1). Las inmunoglobulinas son proteínas onformadas por dos adenas pesadas y dos adenasligeras idéntias; las regiones variables son las involuradas en el proeso de reonoimiento yada una de ellas está ompuesta por regiones de andamiaje (frameworks) y regiones hipervaria-bles (CDR's). En general, la separaión de las adenas ligeras de sus respetivas adenas pesadasredue las propiedades de unión al antígeno del antiuerpo, además de propiiarse una baja so-lubilidad [4, 5℄. Una sorprendente exepión presente en la naturaleza son las inmunoglobulinasde los amélidos (�g 1.2). La familia Camelidae emergió en el Eoeno, hae aproximadamente40 millones de años. Estos animales (�g 1.3), además de las IgG heterotetramérias onvenio-



1. INTRODUCCIÓN 8nales, poseen isotipos homodimérios funionales de adena pesada que areen ompletamentede adenas ligeras, pero que sin embargo, no presentan obvias alteraiones en su apaidad dereonoimiento.

Figura 1.3: Representantes de la familia Camelidae, en los uales se ha observado la existenia de HCAbs. Arriba:Dromedario y amello (Asia y Afria), abajo: Viuña, alpaa y llama (Sudámeria).
1.2. Antiuerpos de adena pesada (HCAbs)La existenia de antiuerpos de adena pesada ha sido estableida en los amélidos [6℄. A partirde estos antiuerpos se han obtenido fragmentos funionales onstituídos de un dominio únio, laregión variable de la adena pesada (llamada VHH para distinguirla de las VHs onvenionales).La estrutura de estas moléulas es erana a los dominios VH de antiuerpos presentes envertebrados igualmente formados de hojas β antiparalelas organizadas en un barril β.En general, no hay diferenias notables entre las regiones variables humanas y de amélidos (VHH)en las zonas interiores del dominio ni en las vueltas de las hojas β. Sin embargo, las regionesvariables que omponen este tipo de antiuerpos han sufrido modi�aiones estruturales paraontrarrestar la ausenia de adenas ligeras, prinipalmente en las regiones interfase (�g 1.4).Por un lado, las VHHs presentan sustituiones a nivel aminoáido importantes en la región delsegundo framework (FR), que en el aso de las VHs onvenionales interatúa on el dominio



1. INTRODUCCIÓN 9

Figura 1.4: Estrutura básia de un dominio VHH . En el panel superior se muestra una omparaión entre laregión orrespondiente a un CDR humano (línea negra) y CDR's ámelidos (en olores), en donde se pueden observarlas direfenias estruturales y de tamaño. En el panel inferior, se muestra un dominio VHH típio. En amarillo semuestran las hojas β y los CDRs 1, 2 y 3, en rojo, verde y azul respetivamente. Se resaltan los prinipales residuosdel núleo hidrofóbio (Phe37, Phe47, Tyr91, Trp103 y Phe100h), así omo la Arg45 (ian) y Glu44 (rojo), residuosmuy involurados en la interaión teória VH-VL [43℄.VL [7, 8, 9℄. Análisis ristalográ�os revelaron que Val37, Gly44, Leu45 y Trp47, residuos muyonservados en la VHs, forman un luster y haen importantes ontatos hidrofóbios on lasVLs [10, 11℄. Preisamente, sustituiones que se enuentran muy onservadas en la llama sonVal37Phe(Tyr), Gly44Glu(Gln), Leu45Arg, Trp47Gly(Ser, Leu, Phe) [12, 13, 14℄, las uales ledan un aráter más hidrofílio a la región, que ahora no tiene ontato on su ontraparteligera.Los aminoáidos Gln39, Tyr91, Trp103, Gln105 están de igual manera involurados en la aso-



1. INTRODUCCIÓN 10iaión VH-VL, y aún uando en la llama, se enuentran asi onservados, en los asos en quehan sido modi�ados, los ambios han sido haia residuos más hidrofílios, algunas sustituionesenontradas son Tyr91Ser, Tyr91Thr y Trp103 que omúnmente es sustituído por un residuo máshidrofílio [13℄. Estos ambios no se observan en VHs de amélidos, lo ual on�rma su asoiaiónon los dominios de la adena ligera.Por otra parte, la Leu 11 de las VHs humanas es un posiión muy onservada e importante enla movilidad del antiuerpo, éste residuo tiene ontato on Phe149 y Pro150 del dominio CH1[11℄. En dromedarios, en esta posiión se enuentra una serina, que es un residuo más pequeño ehidrofílio; aunque en las llamas diha sustituión no es es tan onsistente omo en dromedarios,sí ourre en la mayoría de VHHs reportadas.La presenia de HCAbs en el suero de los amélidos ha sido observada en diferentes proporionesde auerdo a la espeie. En amellos y dromedarios representan hasta el 75% de antiuerpos ensangre periféria, mientras que en las llamas sólo es alrededor del 35%. Aún uando los fragmentos
VHHs han mostrado tener propiedades similares sin importar la fuente de donde sean aislados,existen iertas diferenias entre las seuenias aisladas de amellos o llamas (�g 1.5).Las regiones bisagra (regiones de unión on el dominio CH2) de los antiuerpos de adena pesadade las llamas presentan diferenias respeto a las de humano, ratón y otros amélidos [13℄. Enbase a las diferenias, en una espeie de llama (L. peruviana) se identi�aron 5 diferentes isotipos:IgG1a, IgG1b, IgG2a, IgG2b e IgG3. En el aso de IgG1a e IgG1b, la VH está seguida del dominioCH1, lo que revela que los elementos de esa familia son derivados de antiuerpos on estruturaonvenional. En tales asos, el dominio CH1 es similar al presente en humanos, posee una isteínaen la posiión 127, la ual forma un enlae disulfuro entre la adena pesada y la adena ligera,quedando lara la interaión entre ambos dominios. La bisagra IgG1 omprende 19 (IgG1a) ó12 (IgG1b) residuos. Los 5 primeros aminoáidos y al menos los 5 últimos de IgG1a de llamason idéntios a la familia IgG3 humana, a exepión de una sustituión Lys/Arg [11℄. Para elaso en que la región variable está seguida inmediatamente por la bisagra, se han enontradodos familias, las que presentan bisagras ortas (IgG3) y la de bisagras largas (IgG2). La familiaIgG3 onsta de 12 residuos y es idéntia a la reportada para los amellos [6℄. La bisagra larga



1. INTRODUCCIÓN 11

h!Figura 1.5: Árbol �logenétio de regiones variable de antiuerpos de diferentes espeies. Dentro del luster de los
VHHs, los genes de llama forman un luster mono�létio que está separado del luster de los amellos. Sin embargo,ninguno tiene valores estadístiamente signi�ativos para ser onsiderados diferentes [16℄.



1. INTRODUCCIÓN 12(35 aa) es igual a la familia IgG2 de dromedario. La más abundante en llamas, de 29 aa no hasido identi�ada en otros amélidos. Para el aso de L. glama, se on�rmó la existenia de losisotipos, a exepión de la IgG2a que no fue identi�ada. En ambio, se enontró un isotipo debisagra orta (IgG3) ompletamente diferente a las reportadas en otros amélidos, ésta, llamadaIgG3b ontiene 15 residuos, dos de los uales son isteínas [12℄.

Figura 1.6: Comparaión de las seuenias de regiones bisagras (hinge) identi�adas en llamas y dromedarios.Tambíen se muestra la región amino-terminal del dominio CH2. [12, 13℄En prinipio, la ausenia del dominio VL y por tanto sus tres CDRs redue a la mitad el poten-ial de unión al antígeno de un HCAb; sin embargo, se ha visto que los CDRs también sufrenmodi�aiones que onllevan a una apaidad de reonoimiento similar e inluso ventajosa delos VHHs. Las tres asas (H1, H2, H3) que se unen al antígeno en los HCAbs adoptan onformaio-nes nuevas, distintas a las estruturas lásias reportadas para antiuerpos humanos y de ratón(�g1.4, panel superior) [30, 18, 17℄. En humano y ratón, las asas de unión al antígeno de los VHpueden tomar un número limitado de onformaiones (estruturas anónias) dependiendo de sulongitud y la presenia de residuos espeí�os en iertas posiiones. Adiionalmente, la mayoría



1. INTRODUCCIÓN 13de los VHHs presentan un CDR3 relativamente largo (promedio de 17aa en omparaión on 12y 9 aa que orresponden a humano y ratón). Además la presenia de una isteína extra en mu-hos de los asos (espeialmente en CDRs muy largos), sugiere que ontienen un segundo puentedisulfuro que ontribuye a la estabilizaión del CDR3 largo. En el aso de la llama, los VHHs queontienen una isteína en la asa CDR3, tienen otra en las asas CDR1 o CDR2. Los dominios debisagra larga (IgG2) presentan la isteína en la posiión 50, mientras que aquellas on bisagraorta (IgG3) en la posiión 33. El estudio de estas posiiones india que las adenas lateralesestán orientadas haia el CDR3, lo que es ompatible on la formaión de un enlae disulfurointer-CDRs [13, 7℄. En las lonas de las regiones variables que ontienen el exón CH1, sólo seobservó una isteína en el CDR3 y ninguna en los otros CDRs, de manera que esos dominiosúniamente pueden formar un puente disulfuro si se enuentra la VL y ésta ontiene una isteína.1.2.1. Origen moleular de los HCAbsLos VHHs son odi�ados por un grupo de genes de lína germinal diferente al odi�ante delas VHs, a la feha se han identi�ado alrededor de 40 genes de VHHs, los uales pareen serdupliaiones reientes de los VHs dirigidos por dos vías:- Seleión positiva en las regiones de unión antígeno-antiuerpo debido a la neesidad deunir a un ierto espetro de epítopes.- In�uenia de seleión positiva o seleión de puri�aión en ada odón de VHH en om-paraión on los de un VH.Los ambios evolutivos de los VHHs no son exatamente los mismos que en los VHs, hay tresprinipales diferenias respeto a la seleión positiva [16℄:Los genes de los FRs de VHHs pareen haber experimentado proporiones más grandes de ambiosno sinónimos que los VHs, el FR2 mostró las mayores diferenias entre VHH y VH. En el FR2de VH, la mayoría de sustituiones fueron sinónimas, ontrario a los VHHs en donde hubo másambios no-sinónimos, espeialmente en las posiiones 40, 41, 44, 47 y 48. Lo anterior puedeexpliarse onsiderando que los FR2 de VHs ontienen sitios importantes de ontato on las



1. INTRODUCCIÓN 14VLs; tomando en uenta que en los VHH no hay tales restriiones funionales, estas posiionespueden ambiar a otras y lo haen a residuos hidrofílios.Otra diferenia fue observada en la región que preede al FR2, inluyendo el iniio del CDR1(posiiones 24-32). Hubo más ambios no-sinónimos en VHHs que en VHs. Diha región orres-ponde al asa H1. Estudios ristalográ�os de VHH-antígenos muestran que los aminoáidos deesta región interatúan on los antígenos [8, 20, 21℄. Estos ambios pueden re�ejar una expansióndel repertorio de unión al antígeno de los HCAb para ompensar la pérdida de los tres CDR'sde la VL.En terer lugar, hay una diferenia observada en la posiión 14, la ual está bien onservada enlos genes VH y ha sido objeto de seleión positiva en los VHHs. Se enontró que la mayoría desustituiones no-sinónimas en este sitio son más bien onservativas, probablemente la prolina esel residuo anestral en esta posiión, dado que se enuentra en la gran mayoría de miembros dela familia VH3 humana y en los VH de amello. En los VHHs, los aminoáidos que reemplazan ala prolina son pequeños y neutros (Ala, Ser, Thr). Este sitio paree estar loalizado en la regiónopuesta al sitio de reonoimiento y muy erano a una región hidrofóbia que tiene ontatoon la región CH1 que no se enuentra en los HCAbs.A pesar de la ausenia del dominio CH1 en los antiuerpos de adena pesada, la determinaiónde la seuenia nuleotídia ompleta del gen de la región onstante de la adena pesada 2γaindió que el dominio CH1 está presente en el gen, pero on una mutaión en la frontera 5' delintrón que le sigue, lo que hae que el aparato de spliing elimine totalmente el dominio CH1 enel mRNA de la adena pesada 2γa de los amélidos [22, 23℄.1.2.2. Caraterístias funionales de los VHHDebido a los ambios presentes en seuenia y estrutura, los fragmentos variables derivados deantiuerpos de adena pesada (VHH) han sido fáilmente produidos omo proteínas reombinan-tes en miroorganismos omo E. oli, P. pastori y S. erevisiae, obteniendo rendimientos de hasta
∼100mg/L [24, 3, 25℄. Una araterístia de estas proteínas que ha llamado poderosamente laatenión debido a la naturaleza de los antiuerpos y sus poteniales usos, es su mayor solubilidad



1. INTRODUCCIÓN 15y menor tendenia a la agregaión, además tienen mayor estabilidad y apaidad para reuperarsu atividad después de sufrir desnaturalizaión por alor o agentes químios [26, 42, 28℄.

Figura 1.7: Desnaturalizaión por alor. Se muestra el omportamiento de antiuerpos monolonales (izquierda) y
VHHs de llama (dereha), al someterlos a diferentes temperaturas se observa que los VHHs son más resistentes alaumento de temperatura, onservando su atividad aún a valores eranos a 90

◦
C [42℄.Los fragmentos produidos son resistentes a desnaturalizaión por alor a temperaturas de hasta

90◦C (�g1.7), además de exhibir un proeso de desplegamiento de dos estados y ompletamentereversible. Ensayos hasta on 10M de urea y 7M de loruro de guanidinio, muestran que desna-turalizaión por agentes químios es también un proeso reversible.Sin embargo, los ambios estruturales que on�eren estas propiedades, pareen no afetar su a-paidad de reonoimiento, a diferenia de los VH humanos, los uales si bien pueden retener unaporión signi�ativa de la a�nidad original por un ierto antígeno [29℄, han mostrado problemasrítios, tales omo:a) Baja produión por bateriasb) Di�ultades en la puri�aión) Baja solubilidad que impide su produión en gran esalaLamayoría de esos problemas fueron probablemente debidos a la exposiión al solvente de regioneshidrofóbias loalizadas en los VH, que originalmente estarían en ontato on la VL. A difereniade estos asos, se han obtenido VHH de biblioteas inmunes o no inmunes altamente espeí�ospara una variedad de antígenos [21℄.



1. INTRODUCCIÓN 16En resumen, las regiones variables son los fragmentos más pequeños de su tipo (12-16kDa) y sonlos VHH los que ofreen espeiales ventajas sobre otros fragmentos de antiuerpos en uanto aniveles de expresión, tamaño y estabilidad, así omo en la oportunidad de generar onstruio-nes bivalentes o inmunoonjugados [25, 34℄, dado que de manera natural no interaionan onla adena ligera, lo que les on�ere mayor estabilidad y solubilidad intrínseas, que sin dudarepresenta una ventaja para su obtenión omo proteínas solubles. Además, debido a su tamañoy la longitud de los CDRs, es posible el reonoimiento de epítopes pobremente inmunogénios ymenos aesibles para antiuerpos onvenionales. Un ejemplo importante ha sido la obtenión deligandos ontra enzimas, los uales en su mayoría atúan omo potentes inhibidores [31, 32, 33℄.Este omportamiento paree deberse a la estrutura adoptada por el CDR3 que sobresale del restode la super�ie de unión al antígeno, el ual penetra en el sitio ativo de la enzima mimetizandoal sustrato original.1.3. Despliegue en fagos �lamentososLa ténia de despliegue en fagos, omienza en 1985, uando Smith [35℄ demostró que el genomade los fagos �lamentosos podía ser manipulado para obtener partíulas que llevaran fusionadosa sus proteínas super�iales, péptidos que podían ser reonoidos por un antiuerpo. Graias alas ténias que utilizan el despliegue de péptidos y proteínas en la super�ie de bateriófagosse ha logrado tanto la onstruión de biblioteas de una enorme diversidad moleular, omola seleión de moléulas on propiedades predeterminadas. Utilizando la tenología de ADNreombinante se pueden generar banos de ientos de millones de péptidos, en los que ada fagodespliega una únia variante. La prinipal ventaja de esta ténia es que proporiona un vínulodireto entre el fenotipo y el genotipo, ya que ada fago porta en su genoma el ADN odi�antepara la proteína desplegada.1.3.1. Fagos �lamentososLos fagos �lamentosos están onstituidos por una envoltura proteia tubular que envuelve a lamoléula de ADN irular de adena senilla de 6.4 kb. Son fagos no lítios. Un ejemplo es el



1. INTRODUCCIÓN 17fago M13, uyo genoma odi�a para 10 proteínas. La partíula viral mide 900 nm de largo y6.5 nm de diámetro y está onstituida por ino proteínas pIII, pVI, pVII, pVIII y pIX. Lasdos primeras se enuentran en la región proximal , pVII y pIX en el otro extremo y pVIII es laproteína más abundante en la ubierta.

Figura 1.8: Esquema de un fago �lamentoso. El genoma de la partíula viral está enapsulada en una forma ilíndriade aproximadamente 930 nm y a lo largo de la ubierta se enuentran alrededor de 2,700 opias de pVIII. En uno delos extremos se observan de tres a ino opias de las proteínas pVII y pIX. En el otro extremo se enuentran inoopias de pIII y pVI [39℄.Estos virus son apaes de infetar úniamente a baterias que expresan pilus, odi�ado por elfator F', a través de la unión de pIII on esta estrutura. Debido a la existenia de sólo unaspoas moléulas de pilus por élula y a la pequeña área de ontato on el pilus, la e�ienia deinfeión de un ultivo se mejora al utilizar altas multipliidades de fago por élula y en altasdensidades elulares. Sin embargo, la infeión debe realizarse antes de que el ultivo alane lafase estaionaria, debido a que en diho estado de reimiento la expresión del pilus disminuyey por lo tanto, la infetividad deae signi�ativamente. La proteína pIII del fago onsta de406 residuos y tres dominios: N1, N2 y CT (�g1.8 unidos por onetores �exibles. La infeiónomienza uando el dominio N2 de pIII se une al extremo del pilus. Enseguida del ontato, selleva a abo la disoiaión de N1 y N2, el pilus se retrae y el genoma viral se trasloa al itoplasmade la bateria, en donde la adena de ADN on la misma polaridad que el mRNA es llevada auna forma superenrollada de doble adena (forma repliativa), proeso a argo de las RNA, DNApolimerasas y topoisomerasas de la bateria. La forma repliativa sirve omo templado para laexpresión de los genes del fago y así da lugar a las proteínas de ensamble de de nuevas partíulas



1. INTRODUCCIÓN 18virales (�g1.9).

Figura 1.9: Cilo de vida del fago M13 posterior a la infeión de E. oli. En la parte superior se muestra el mapadel fago M13 [36℄.Todas las proteínas son sintetizadas simultáneamente, pero diversos meanismos aseguran que seproduzan en la proporión adeuada. El ensamble del fago ourre en la membrana itoplásmia ylos fagos son seretados de las élulas en uanto se ensamblan. La primera progenie de partíulasvirales aparee en el sobrenadante en los 10 minutos posteriores a la infeión (a 37◦C). Elnúmero de fagos inrementa exponenialmente por alrededor de 40 minutos, de manera que



1. INTRODUCCIÓN 19una élula produe aproximadamente 1000 partíulas durante la primera hora después de lainfeión; pasado ese tiempo, la tasa de reimiento tiene un omportamiento lineal. De heho,en ondiiones óptimas de ultivo, las élulas infetadas pueden produir fagos inde�nidamente.1.4. Antiuerpos desplegados en fagosExisten dos vías por las uales llevar a abo el despliegue de peptidos y proteínas, la primeraen que el ADN deseado es lonado diretamente en el genoma viral (en el extremo amino de lasproteínas del fago). La segunda vía onsiste en utilizar un plásmido modi�ado (fagémido) queontiene además del origen de repliaión bateriano (para la produión del plásmido), un origendel fago (que permite la repliaión viral), también tiene el gen de la proteína utilizada para eldespliegue, un promotor y un gen de resistenia haia un antibiótio para su fáil seleión.Las ino proteínas de la ápside del fago han sido utilizadas para el despliegue de péptidoso proteínas (uadro1.1). Generalmente, el uso de una u otra depende del tipo de moléula adesplegar y pIII y pVIII son las omúnmente utilizadas para estos �nes. pIII es la proteínaque más se usa para el despliegue debido a que permite inseriones de mayor tamaño, da laposibilidad de despliegue monovalente y por la amplia disponibilidad de vetores ompatibleson esta proteína.
Cuando se utilizan vetores virales, la seuenia de interés es insertada diretamente en la seuen-ia que odi�a para pIII u otra proteína de la ápside. Cuando el genoma es introduido en E.oli, los fagos se produirán de tal manera que todas las opias de la proteína on la que se realizóla fusión desplegarán la proteína heteróloga, lo ual signi�a un despliegue polivalente. En el usode un fagémido, el material a desplegar será lonado en el plásmido bajo un promotor débil. Unavez que las baterias son transformadas on el fagémido, son infetadas on un fago ayudador (elual ontiene la maquinaria para expresar las proteínas de empaquetamiento, pero on replia-ión menos e�iente que el fagémido). Las élulas infetadas expresan todas las proteínas del fagosilvestre, odi�adas en el genoma del fago ayudador, así omo la proteína de fusión odi�ada



1. INTRODUCCIÓN 20Gen Proteína Tamaño Funión Loalizaión ¾Utilizada para(aa) despliegue?I I 348 Ensamble Membrana internaXI 108 Ensamble Membrana internaII II 409 Repliaión (niasa) CitoplasmaX 111 Repliaión CitoplasmaIII III 406 Componente Virión SI (N-terminal)del virión (extremo terminal)IV IV 405 Ensamble Membrana externaV V 87 Repliaión (ssDNA) Membrana externaVI VI 112 Componente Virión SI (C-terminal)del virión (extremo terminal)VII VII 33 Componente Virión SI (N-terminal)del virión (extremo iniial)VIII VIII 50 Componente Filamento SIdel virión (N- y C-terminal)IX IX 32 Componente Virión SI (N-terminal)del virión (extremo iniial)Cuadro 1.1: Tabla de proteínas de la ápside del fago [36℄por el fagémido. Debido a que la informaión del fago ayudador es pobremente empaquetada, sepuede onsiderar que asi todas las partíulas produidas ontienen la informaión del fagémido.Las ventajas de este sistema son, el tamaño y la fáil manipulaión del vetor omparado onla di�ultad de lonar el material en los vetores virales sin alterar la ompleja estrutura de sugenoma. Por otro lado, si se requiere realizar una seleión que re�eje a�nidad real por un iertoligando, se debe obtener un despliegue monovalente, omo el logrado on el fagémido y pIII.Una de las apliaiones más poderosas del despliegue en fagos se ha visto re�ejada en la ingenieríade antiuerpos, ejemplo de ello son fragmentos Fab y sFv que han sido expresados en la super�iede partíulas virales M13 sin pérdida aparente de la a�nidad o la espei�idad del antiuerpo.Ha sido posible aislar moléulas on a�nidades equiparables a las obtenidas mediante uso dehibridomas, a partir de biblioteas inmunes o no inmunes. Las regiones odi�antes para lasadenas VH y/o VL pueden ser obtenidas a partir de ADN de animales inmunizados o noinmunizados, o inluso de los genes de línea germinal. Los genes odi�antes para las adenasvariables (en nuestro aso VHH), son lonados en el amino terminal del gen III, logrando asíel despliegue de estas proteínas. Después, el repertorio desplegado es sometido varias rondas detamizado, en el ual se inmoviliza un antígeno y se pone en ontato on la poblaión de fagos, por



1. INTRODUCCIÓN 21medio de lavados se eliminan aquellos que portan las proteínas sin apaidad de reonoimientopor el antígeno. Los que resultan on una ierta a�nidad son seleionados, y dado que se tieneuna relaión direta entre el fenotipo y el genotipo, los fagos aislados ontienen el gen queodi�a para el fragmento de antiuerpo desplegado. Además, se ha logrado inrementar losvalores de la a�nidad al utilizar al antiuerpo seleionado omo templado para la onstruiónde una nueva bibliotea, en estos asos se introduen mutaiones que generen variabilidad, elnuevo repertorio es desplegado en fagos y se vuelve a proeder on las rondas de seleión. Enmuhos aspetos la respuesta inmune natural puede ser simulada por el despliegue de antiuerposrealizada por los fagos manipulados. Por ejemplo, la produión de antiuerpos dirigida porantígenos se puede equiparar a la seleión de ligandos de alta a�nidad de los banos de fagos,así omo los fenómenos de mutaión somátia que onllevan al inremento en la a�nidad porel epítope pueden simularse on la introduión de mutaiones en las regiones determinantesde omplemento de los antiuerpos desplegados [36, 37℄, lo ual puede modi�ar o mejorar laapaidad de reonoimiento de la moléula.



Capítulo 2
ANTECEDENTES
Los antiuerpos son las moléulas más ampliamente involuradas en proesos de reonoimiento,de la misma manera omo se observado on los fragmentos derivados de éstos. Además, se haobservado que péptidos derivados de antiuerpos pueden también ser funionales. A partir de unfragmento sFv espeí�o para el péptido Aβ42 (involurado en la formaión de plaas amiloidespresentes en la enfermedad de Alzheimer) se realizó la síntesis de un péptido de 15 residuos basadoen el CDR3 del fragmento. En diho estudio se demostró que el péptido tiene el mismo patrón dereonoimiento que el sFv [38℄, lo que representa una gran ventaja en el uso médio si se toma enuenta que un péptido de este tamaño no generaría respuesta alguna en el paiente. La obteniónde unidades pequeñas apaes de reonoer una moléula espeí�amente representa la posibilidadde manipularlas y utilizarlas en diversos ampos. De manera que la obtenión de repertorios de
VHHs (inmunes o no inmunes), abre la posibilidad de ontar on moléulas que espeí�amentereonoen un gran espetro de epítopes (proteínas extra e intraelulares, haptenos, e inluso sitiosatalítios), y no presentan las desventajas propias de un antiuerpo onvenional. Además sepuede pensar en obtener péptidos que al ser derivados de éstos reonozan y funionen de lamisma manera.Moléulas omo los VHHs son ejemplo de ello y entre sus prinipales araterístias que puedenser explotadas para �nes de uso biotenológio, se enuentran:a) Menor tamaño que otros fragmentos Fv. 22



2. ANTECEDENTES 23b) Solubles en medios auosos.) Failidad y bajos ostos de expresión y puri�aión.d) Funionales a y después de ser expuestos a altas temperaturas.e) Resistenia a ondiiones químias que desestabilizarían a otro antiuerpo.f) Capaidad de reonoimiento y a�nidad por un antígeno determinado tan alta omo la deun antiuerpo monolonal.g) Posibilidad de obtener diversidad de dominios sin la neesidad de ontar on biblioteasmuy grandes.Tales propiedades, promueven a estos dominios omo valiosas herramientas para numerosas apli-aiones [41, 42, 43, 44℄, entre otras:- Como reativos en ténias de inmunodiagnóstio.- En la puri�aión de proteínas.- Como inhibidores y reguladores enzimátios.- Por ser resistentes a proesos de pasteurizaión, pueden agregarse a lehes suplementadason VHH para proteión ontra enfermedades gastrointestinales infeiosas.- En terapia antitumoral, omo trasportadores espeí�os de drogas al tumor.Aún uando las llamas y dromedarios están geográ�amente separados y han evoluionado inde-pendientemente, se ha observado que el suero de todas la espeies ontienen antiuerpos de adenapesada. Si embargo, han sido las llamas las más atrativas para los poteniales usos, debido aque son animales de menor tamaño, más fáiles de inmunizar y riar en diferentes ondiioneslimátias.
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Capítulo 3
OBJETIVOS
3.1. Objetivo generalConstruir y araterizar una bibliotea multipróposito de regiones variables de antiuerpos deadena pesada de llama desplegados en fagos �lamentosos.3.2. Objetivos partiulares1. Aislar linfoitos de sangre periféria de llama (Lama glama).2. Puri�ar ARN total a partir de los linfoitos y ampli�ar por RT-PCR el repertorio de

VHHs.3. Clonar el ADN de las VHHs en el vetor para despliegue en fagos.4. Transformar las baterias y reuperar los fagos.5. Caraterizar el bano en uanto a diversidad y tamaño.6. Realizar rondas de tamizado ontra algún antígeno.
25



Capítulo 4
MATERIALES Y MÉTODOS
4.1. Soluiones y medios de ultivoLB (1L: 10g bato-triptona, 5 g extrato de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)2xYT (1L: 16g bato-triptona, 10g extrato de levadura, 5g NaCl, pH 7.0)SB (1L: 35g bato-triptona, 20g extrato de levadura, 5g NaCl, pH 7.5)SOB (1L: 5g bato-triptona, 1.25g extrato de levadura, 0.125 g NaCl, 2.5 ml KCl 0.25 M, pH7.0)SOC (10.2 ml: 10 ml SOB, 0.1 ml gluosa 2M, 0.1 ml MgCl2 1M)PBS 10X (1 L: 14.4g Na2HPO4, 2.4g KH2PO4, 80g NaCl, 2g KCl, pH 7.4)Amortiguador MOPS 10X (0.02M MOPS, 0.05M aetato de sodio, 0.005M EDTA, pH 7)Mezla desnaturalizante (100 µl: 64.6 µl formamida, 22.6 µl formaldehído, 13 µl AmortiguadorMOPS 10X)Mezla de orrida de ARN: (50% de glierol, 0.3% azul de bromofenol). Agregar 5 µl de bromurode etidio (5 µg/ml) por ada 100 µl de la mezla anterior.Amortiguador de arbonatos (250 ml: 1.32g Na2CO3, NaHCO3, pH 9.6)Lisis alalina:Soluión I (100 ml: 0.9g dextrosa, 2 ml EDTA 0.5M pH 8, 1.25 ml Tris 2M pH 8)26



4. METODOLOGÍA 27Soluión II (10 ml: 1 ml SDS 10%, 0.2 ml NaOH 10N)Soluión III(100 ml: 60 ml aetato de potasio 5M, 40 ml áido aétio)4.2. Cepas y vetores- Esherihia oliXL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi−1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F ′
proAB lacI

q
ZDM15 Tn10

(Tet
r)]- pSyn2: Fagémido que presenta un sitio de lonaión �anqueado por los sitios de restriión delas enzimas S�I y NotI seguido de seuenia -my que permite el reonoimiento de la moléulamediante ensayos de ELISA. En seguida se enuentra un odón de paro ámbar al que sigue laproteína III del fago �lamentoso. Esta disposiión permite que el fragmento lonado pueda serexpresado omo fago-antiuerpo asoiado a la proteína III del fago. Posee un gen que le on�ereresistenia a ampiilina y un péptido señal que permite el paso de la fusión del itoplasma alperiplasma elular. Además presenta un origen de repliaión para E. oli y otro para el fagoM13 (�g 4.1).- Fago Ayudador M13K07 (New England Biolabs): Derivado del fago M13. Presenta resitenia akanamiina.4.3. Puri�aión de linfoitosSe oletaron 250 ml de sangre periféria de llama.La poblaión de élulas mononuleadas, entre ellas los linfoitos se separaron de los demás om-ponentes por gradiente de entrifugaión. Por ada 10 ml de sangre diluidos 1:1 on PBS 1X(pH 7.4), se agregaron 3 ml de Fioll-Paque (Amersham Biosienes) en el fondo del tubo. Lamuestra se entrifugó a 1300 rpm, sin freno durante 25 min, a temperatura ambiente. Se reu-peró la interfase, en donde se enuentra la poblaión de élulas mononuleadas. A esta fraiónse agregó PBS 1X hasta un volumen de 40 ml, entrifugando a 1300 rpm durante 10 minutos,se eliminó el sobrenadante y las élulas fueron resuspendidas en 2 ml de PBS, realizando dos



4. METODOLOGÍA 28
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Figura 4.1: Fagémido pSyn2 utilizado para la lonaión y el despliegue del repertorio obtenido.lavados por entrifugaión a 2000 rpm durante 5 minutos. A las élulas obtenidas se le agregosoluión desnaturalizante, previo a la extraión de ARN.4.4. Obtenión de ARN y ADNEl ARN se aisló de auerdo al protoolo del Kit RNAgents Total RNA Isolation System (Prome-ga). A partir del ARN puri�ado, se obtuvo el ADN por medio de una reaión de transriptasareversa (1st Strand DNA synthesis Kit, Rohe):



4. METODOLOGÍA 29Reativo Volumen (µl) Conentraión �nalBu�er 10X 2 1XMgCl2 25 mM 4 5mMdNTPs 2 1mMOligo (hexámeros aleatorios) 2 0.2 µg/µlInhibidor de RNAsa 1 50 unidadesReverso transiptasa AMV 0.8 20 unidadesAgua Variable �ARN total Variable* �(≤1µg)(*)El volumen de ARN utilizadodepende de la onentraión.La reaión se llevó a abo en un termoilador en las siguientes ondiiones:Temperatura (◦C) Tiempo (min)25 1042 6099 54 54.5. Eletroforesis de ARNPara un gel de 30 ml: se disolvieron 0.3 g de agarosa en 24 ml de agua. Cuando la mezla estuvoa 60◦C se adiionaron 3 ml de MOPS 10X y 3 ml de formadehído. Para la muestra: se ajustóel volumen de ARN a 4µl, se agregaron 1.5 µl de mezla desnaturalizante (reién preparada),se inubó a 65◦C durante 2 minutos e inmediatamente se dejó en hielo, pasados dos minutos seadiionaron 1.5 µl de mezla de orrida. El gel se orrió en MOPS 1X a 100V durante 10 minutos,después a 65V por aproximadamente 40 minutos o hasta que el azul de bromofenol haya migradoa la mitad del gel. Al �nal de la orrida se oloó el gel en agua duarante 5 minutos para eliminarel exeso de bromuro de etidio



4. METODOLOGÍA 304.6. Ampli�aión de VHHEl repertorio de VHHs fue ampli�ado por PCR on Vent polimerasa (New Enland Biolabs),utilizando el oligo VH1Bak 5'-AGG TSM ARC TGC AGS AGT CWG G-3' (S ≡ C o G, M
≡ A o C, R ≡ A o G, W ≡ A o T) [45℄ y uno de los dos oligos espeí�os para la bisagra deHCAbs, Lam07(5'-AAC AGT TAA GCT TCC GCT TGC GGC CGC GGA GCT GGG GTCTTC GCT GTG GTG CG-3') y Lam08(5'-AAC AGT TAA GCT TCC GCT TGC GGC CGCTGG TTG TGG TTT TGG TGT CTT GGG TT-3') [12℄ (Sitio NotI subrayado), en las siguientesondiiones: Temperatura (◦C) Tiempo Cilos94 5 minutos 194 - 50 - 72 30seg - 40seg - 40seg 3072 5 minutos 1Posteriormente, se realizó otra reaión de PCR para introduir el sitio de restriión de S�I(subrayado), usando el oligo Lam01(5'-GAG AGA GAG AGA GAG GCC CAG CCG GCC ATGGCC GAT GTS CAG CTG CAG SMR TCD GG-3'). Las ondiiones de PCR, fueron las mismasque la primera ampli�aión, exepto para la temperatura de apareamiento, que fue de 55◦C.Los fragmentos de ∼450pb, se puri�aron on el kit QIAquik Gel extration, QIAGEN y sedigirieron on la enzimas de restriión S�I y NotI (New England Biolabs) seuenialmente. Elfagémido pSyn2, fue digerido on las mismas enzimas.4.7. Preparaión de élulas eletroompetentesSe inoularon 10 µl de élulas XL1Blue en 20 ml de medio LB suplementado on Tetrailina(15
µg/ml), se inubó a 37◦C, 250 rpm, durante toda la nohe. Al día siguiente, 5 ml de ese ultivofueron inoulados en 500 ml de medio SB, inubando a 37◦C, 250 rpm, hasta obtener una D.O.600de 0.6-0.8. Los ultivos fueron entrifugados a 3500 rpm durante 15 min. Se eliminó el sobrena-dante y las élulas se resuspendieron uidadosamente en 150 ml de HEPES 1 mM. Se entrifugóa 4500 rpm , 15 min. Al �nal se desehó el sobrenadante y el pellet fue reuperado en 100 ml



4. METODOLOGÍA 31de glierol 10%. Se llevó a abo un terer paso de entrifugaión, 4500 rpm. 15 min, después deeliminar el sobrenadante, las élulas fueron resupendidas en 20 ml de glierol al 10%. En tubosOak Ridge se entrifugaron a 4700 rpm, 15 min. Se eliminó el sobrenadante y las élulas reu-peradas se resuspendieron en 1 ml de glierol al 10%. La supensión fue aliuotada en volúmenesde 100 µl, los uales fueron almaenados a −70◦C. Una alíuota fue eletroporada on 10 µl depUC19 (1ng/µl) para determinar la e�ienia de transformaión de las élulas.4.8. Clonaión en E. oliSe realizó la ligaión del vetor digerido en relaión molar 1:3 (vetor:inserto) on las VHHsdurante 12 horas a 16◦C utilizando T4 DNA Ligase (New England Biolabs). Se hizo una extraiónon un volumen de fenol/loroformo, el ADN fue preipitado on etanol 100% y lavado onetanol 70%. Se realizaron las eletroporaiones en XL1Blue eletroompetentes a 2500V, lasélulas fueron reuperadas en 1 ml de medio SOC por 1 hr a 37◦C on agitaión de 250 rpm. Losultivos fueron mezlados y de ahí se plateó 1 µl de una diluión 1:10 en 2xYT-Amp (200µg/ml)-T (15µg/ml)-Glu 1%, para alular el tamaño del bano, el resto fue llevado a un volumende 100 ml de medio 2xYT-Amp (200µg/ml)-T (15µg/ml)-Glu 1% y se dejó inubando toda lanohe a 37◦C, 250 rpm. Al día siguiente, 80 ml del ultivo se entrifugaron a 3000 rpm, se eliminóel sobrenadante y las élulas fueron resuspendidas uidadosamente en 2xYT-Amp (200µg/ml)-T (15µg/ml) mismas que fueron utilizadas para el despliegue en fagos. El resto del ultivo fuéutilizado para puri�ar plásmido.4.9. Lisis AlalinaSe inoularon 5 ml de LB-Amp (200µg/ml) on la olonia adeuada, inubando durante toda lanohe a 37◦C. Al día siguiente se entrifugó el ultivo, a 9000 rpm, durante 1 minuto a temperaturaambiente. Se desartó el sobrenadante. El pellet se resupendió en 200µl de la soluión I (verSoluiones y medios ). Se agregaron 200µl de la soluión II (fresa). Se mezló por inversión einubó en hielo. Después de 5 minutos se agregaron 200µl de la Soluión III (fría). Se mezló



4. METODOLOGÍA 32por inversión e inubó en hielo durante 10 minutos. Se entrifugó 10 minutos a 12000 rpm. Elsobrenadante se trans�rió a un tubo limpio y se adiionaron 800 µl de Etanol 100 %, se mezlópor inversión y después de inubarlo 2 minutos a temperatura ambiente se entrifugó durante 10minutos a 12000rpm. Se deantó y se adiionaron 500µl de etanol 70%, la mezla fué entrifugadaa 12000 rpm por 1 minuto, se eliminó el sobrenadante y el ADN fue inubado a 37◦C para searloy eliminar el etanol. Una vez seo, se resuspendió en 50µl de agua tetradestilada y se adiionó1µl de RNAsa-A (4mg/ml).4.10. Resate de la bibliotea (Produión de fago-antiuerpos)Volúmenes de 100ml de 2xYT-Amp (200µg/ml)-T (15µg/ml)-Glu1% fueron inoulados on elbano obtenido, inubando a 37◦C, 250 rpm hasta alanzar una DO600 de 0.7. Se adiionó el fagoayudador en una multipliidad 1:10 (baterias:fagos), se inubó a 37◦C sin agitaión durante45 min. Durante los siguientes 45 min se mantuvo a 37◦C en agitaión. El total del ultivofue entrifugado a 4000rpm durante 10 min a 4◦C, el sobrenadante se eliminó y las élulas seresupendieron en 200 ml de 2xYT-Amp (200µg/ml)-T (15µg/ml)-Km (70µg/ml) y separadas endos matraes on 100 µl ada uno, los ultivos se inubaron toda la nohe a 30◦C, 250 rpm. Al díasiguiente se entrifugaron los ultivos 10 minutos a 5000 rpm, 4◦C. El sobrenadante se tran�rió atubos limpios y se entrifugó por 10 min a 8000 rpm, 4◦C, el sobrenadante fue reuperado y se leagregó 1/5 del volumen reuperado de la mezla de PEG 8000 al 20%/NaCl 2.5M, se inubó a 4◦Ctoda la nohe para preipitar los fagos. Al día siguiente, la mezla se entrugó a 8000 rpm durante40 min a 4◦C. Se retiró ompletamente el sobrenadante y la pastilla de élulas se resuspendió enPBS 1X (un volumen igual al 30% de la mezla de PEG/NaCl añadida iniialmente), se agregóPEG/NaCl (15 % del volumen total obtenido), se inubó durante 4 horas a 4◦C , pasado estetiempo, se volvió a entrifugar a 8000 rpm durante 40 min a 4◦C. Se eliminó ompletamenteel sobrenadante y se agregaron 10 ml de PBS 1X y la pastilla fue resuspendida ompletamentepara inubar a 70◦C. Después de 20 minutos de inubaión, la soluión se entrifugó 10 min a10 000 rpm, 4◦C , el sobrenadante se �ltró en membrana de 0.42 µm. Al �ltrado se adiionóglierol al 80% en volumen tal que la onentraión �nal del glierol sea del 15 %. Las alíuotas



4. METODOLOGÍA 33se alamenaron a −30◦C, tomando 10µl para titular.4.11. Titulaión de los fago-antiuerposSe realizaron diluiones del fago en 1ml de medio 2xYT. A 10µl de fagos se adiionaron 990µlde 2xYT (102) (se pasó por vortex y se ambió de punta en ada diluión). Se tomaron 10µl dela diluión anterior y se mezlaron on 990µl de 2xYT (104). El proedimiento se repitió hastaobtener una diluión de 1010 De las 3 últimas diluiones se tomaron 10µl de fagos y se agregaron990µl de un ultivo de élulas XL1Blue reidas a D.O600 de 0.7-1 en 2xYT (para el álulotambién se tomó en uenta esta diluión; por ejemplo, la diluión 1010 es 1012 ) Las élulas seinubaron a 37◦C sin agitaión por 30 min y 30 min on agitaión. Después de la inubaión sesembraron 100µl en ajas on 2xYT-Km(50µg/ml) y dejaron reer toda la nohe a 37◦C. Aldía siguiente se ontaron las olonias (el número de transformantes se multiplió para obtener eltotal por ada mililitro) para onoer el título de los fagos mediante la siguiente relaión:uf/ml =(No.colonias

ml
)(Fator de diluión)4.12. TamizadoEn un inmunotubo Nun maxisorp, se oloó 1 ml de la proteína (100µg/ml en amortiguadorde arbonatos) ontra la que se realizó la seleión, inubándose 12 horas, 4◦C. Al día siguientese retiró el exedente, realizando tres lavados on PBS 1X. El inmunotubo se saturó on BSA1% o lehe desremada 1%, dejando inubar por 2 horas a 37◦C. Después de ese tiempo se lavóel tubo tres vees on PBS 1X, se agregó 1 ml de fago-antiuerpos (1x1011-1x1013) y 3 ml de lasoluión saturante. La inubaión fue a temperatura ambiente, 30 min on agitaión y 90 minsin agitaión. El sobrenadante se desartó y al tubo se le realizaron veinte lavados on PBS-Tween20 0.1% y enseguida veinte on PBS 1X, en ambos asos invirtiendo el tubo rápidamente.Se agregó 1 ml de élulas XL1Blue reidas a D.O600 de 0.7-1. El inmunotubo onteniendo lasélulas se inub ó a 37◦C sin agitaión por 30 min y 30 min on agitaión. Para onoer el títulode salida se plateó 1µl del ultivo y de una diluión 1:100 en ajas 2xYT-Amp (200µg/ml)-T



4. METODOLOGÍA 34(15µg/ml)-Glu1%. El resto del ultivo se sembró en ajas grandes 2xYT-Amp (200µg/ml)-T(15µg/ml)-Glu1% para al día siguiente reuperarlas y haer glieroles.4.13. ELISAEn una plaa de 96 pozos se agregaron 100 µl de antígeno (5µg/ml) a ada pozo. Se desartóel sobrenadante y se realizaron tres lavados on PBS-Tween 0.1%. Se agregraron 200 µl delsaturante por pozo y se inubó durante 2 horas a 37◦C, se eliminó el sobrenadante y el tubo selavó tres vees on PBS-Tween 0.1%. En ada pozo, se agregaron 50 µl del sobrenadante de adaultivo y 50µl de PBS. Pasado el tiempo de inubaión (1 h, 37◦C) se realizaron tres lavados onPBS-Tween. Del antiuerpo onjugado anti-M13 (1:2000 en PBS) se agregaron 100µl dejando lareaión durante 1 h a 37◦C. Despúes de realizar tres lavados on PBS-Tween, se adiionaron100 µl del sustrato (OPD), la reaión se desarrolló en osuridad a temperatura ambiente hastaobtener una oloraión amarilla (10-15 minutos). Para detener la reaión se utilizaron 50 µl deHCl 6N en ada pozo, la intensidad de la señal se uanti�ó en un letor de ELISA a 492 nm.



Capítulo 5
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
5.1. Construión de la biblioteaSe obtuvieron 250 ml de sangre periféria de una llama hembra no inmunizada. Para aislarlas élulas mononuleadas, entre ellas las produtoras de antiuerpos (linfoitos B), se realizóun gradiente de entrifugaión utilizando Fioll. Después del primer paso de entrifugaión seobservaron uatro fases, se reuperó la porión entre el suero y la soluión de Fioll.

Ficoll

Sangre

Figura 5.1: Gradiente de Fioll. Esquema de un gradiente de entrifugaión para la separaión de los paqueteselulares. Al término de la entrifugaión se reupera la apa formada entre el suero y el Fioll.Los monoitos fueron almaenados en soluión desnaturalizante provista en el kit de extraiónde RNA. Se prepararon alíuotas de élulas provenientes de aproximadamente 45 ml de sangre. Seaisló el ARN total y la integridad de las muestras obtenidas se veri�ó mediante eletroforesis. Enel gel se observó laramente la relaión 2:1 entre la intensidad de las subunidades 28S y 18S (�g35



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 365.2) , lo ual india que el ARN no se enuentra degradado y puede ser utilizado omo templadopara la síntesis del ADN.
28S

18S

Figura 5.2: ARN total. Eletroforesis de 2µl (de 10µl totales) del ARN de monoitos de llama, en el que se observanlas subunidades ribosomales 28S y 18S.Una vez obtenido el ARN, se sintetizó la adena omplementaria del ADN, reaión llevada aabo por la transriptasa reversa. El produto de este paso, se usó omo templado para la reaiónde PCR y la obtenión de el ADN de doble adena. El total del ADN obtenido se sometió alproeso, ahora ya utilizando oligos espeí�os para la ampli�aión de lasVHHs. En la región5', se utilizó el oligo VH1Bak, el ual ha sido reportado omo adeuado para la obtenión deregiones variables. Para la región orrespondiente al C-terminal se utilizaron oligos que sobrelapanon las regiones bisagra de los antiuerpos de adena pesada. Dihas regiones di�eren de lasenontradas en regiones variables adyaentes a un dominio CH1. Lo anterior permite la exlusiónde dominios VH, de manera que los oligos utilizados en este trabajo, Lam07 y Lam08 ampli�anespeí�amente para seuenias de VHHs de bisagra orta y larga respetivamente, en la �g 1.6 ennegritas se indian las regiones de sobrelape de los oligonuleótidos usados para la ampli�aiónde las VHHs.Una parte del ADN obtenido se lonó en el vetor pKSBluesript, tres de estas lonas fueronseueniadas y sometidas a una omparaión on la base de datos BLASTn. Las identidadesfueron de alrededor del 80% on VHHs ya reportadas, lo que se aseguró que el repertorio ontenía



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 37seuenias propias de regiones variables de HCAbs (datos no mostrados).5.1.1. Clonaión en XL1BlueEl material obtenido on los oligos VH1Bak y Lam07 ó Lam08 fue puri�ado utilizando el kitde QIAGEN y sometido a un segundo ilo de PCR on la �nalidad de introduir el sitio derestriión para S�I en el extremo 5′; en esta reaión el oligo Lam01Up sustituyó a VH1Bak.Los produtos de PCR fueron veri�ados mediante eletroforesis (�g 5.3).

Figura 5.3: Eletroforesis del ADN ampli�ado. Carril 1: marador de peso moleular, arril 2-6: produtos de PCRutilizando diferentes antidades de ADN omo templado (0.5, 1, 1.5, 2, 4 µl respeativamente).El ADN se orrió en un gel de agarosa al 1.2% del ual se ortó la banda del tamaño de las VHHs(400-500 pb) para su puri�aión.Paralelamente, el bano de regiones variables y el fagémido pSyn2 fueron digeridos on la enzimaNotI durante 3 hr a 37◦C, pasado ese tiempo se preipitó el ADN agregando 3 volúmenes de etanolal 100% y entrifugando a 12000 rpm para posteriormente lavar on etanol al 70%. Tanto el ADNde las VHHs omo el pSyn2 fueron digeridos también on S�I durante 5 hr a 50◦C, el progreso deambas digestiones fue monitoreado por eletroforesis. Una vez digeridas ompletamente, ambasmuestras fueron puri�adas. En la �gura 5.4 se muestran los produtos �nales, el vetor y lasregiones variables, ambos doblemente digeridos y puri�ados.Se onstruyeron dos biblioteas, una on ADN de bisagra orta y la otra on una mezla equimolarde ambas (orta y larga). En los dos asos, 1µg de vetor digerido se ligó on 250ng de produtosde PCR digeridos. Después de limpiar la reaión, el ADN se resuspendió en 50 y 100 µl de
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Figura 5.4: Eletroforesis del material utilizado. Carril 1,4: maradores de peso moleular; arril 2,3: pSyn2 digerido;arril 5: gen de kanamiina que fue eliminado del vetor; arril 6-8: ADN de VHH digeridoagua y fue eletroporado en la epa XL1Blue, en volúmenes de 10 µl por ada 100 µl de élulas,después del tiempo de reuperaión todas las élulas se mezlaron. La e�ienia máxima de lasélulas eletroompetentes utilizadas fue de 1x109 y 6x109 para ada una de las biblioteas. Delas diluiones plateadas de ada transformaión, se dedujo la obtenión de dos repertorios:* Bisagra orta≡9x105 transformantes.* Bisagra orta y larga ≡ 4x107 transformantes.5.1.2. Caraterizaión de las biblioteasDe ada bibliotea, se seleionaron al azar 10 olonias aisladas, material on el que se realizó PCRde olonia para veri�ar que las transformantes ontenían el plásmido y éste las VHHs lonadas.La eletroforesis de los produtos de PCR mostraron que todas las olonias de la bibliotea mixtatenían el tamaño esperado. En el aso del bano de bisagra orta, en la primera muestra (�g 5.5)no se observó produto de PCR, sin embargo, al seueniar esa lona (VHH-001), se obtuvo laseuenia de ADN araterístia de una VHH .Del total de lonas utilizadas para el PCR anterior se puri�ó plásmido mediante lisis alalina, el
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500 pbFigura 5.5: PCR de diez olonias aisladas al azar de la bibliotea de bisagra orta.ADN fue utilizado para obtener la seuenia nuleotidía de ada una de ellas. En la �gura 5.6 semuestra el alineamiento de aminoáidos orrespondiente a ada variante seueniada, en dondese muestran las regiones de los dominios variables (FRs y CDRs) según el servidor IMGTr [46℄También se inluye una seuenia onsenso para las regiones variables humanas VH3 y una paralas seuenias de VHH llama, ambas basadas en las depositadas en la base de datos.
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Figura5.6:



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 41Del análisis de las seuenias es posible deir que todas las seuenias obtenidas tienen alta si-militud on las fragmentos humanos VH3, prinipalmente en aquellas regiones que llevan a abofuniones estruturales antes que de reonoimiento al antígeno.Sin embargo, omo se ha desrito, existen iertos ambios inluso en los FRs. Sustituiones muyonservados en las llamas (posiiones 37,44, 45 y 47) son las más araterizados. Las uatro sus-tituiones se enuentran presentes signi�ativamente en las seuenias aisladas de las biblioteas.En uanto a la isteína en el CDR3, sólo tres seuenias la presentan (VHH_003, 16 y 19). Laslonas 1-10 fueron aisladas de la bibliotea de dominios de bisagra orta (IgG3) y las lonas 11-20aisladas de la bibliotea mixta (IgG2 e IgG3).5.2. Despliegue de las biblioteasLos repertorios obtenidos fueron mezlados y desplegados, mediante el resate on el fago ayu-dador M13K07, obteniendose un título de 7x1012 uf/ml, los uales fueron almaenados a −70◦Cpara futuros usos.Utilizando estos fago-antiuerpos se realizaron rondas de tamizado en aras de probar la utilidady potenial de apliaión de los banos. De manera preliminar se realizó la búsqueda de ligandospara un dominio variable tipo λ6 uya seuenia orresponde a la línea germinal 6a. Esta proteínareombinante, 6aJL2 ha mostrado in vitro apaidad de formaión de �bras uando es sometidaa periodos de agitaión. Su tendenia a formar agregados y la relaión de las adenas λ6 en pa-deimientos por deposiión amiloide, han sido motivos para el extenso estudio de estas proteínas.Los esfuerzos tienen dos vertientes prinipales: onoer y entender el proeso de formaión dela �bra y evitar el almaenamiento de ésta. Sin duda, una útil herramienta para este tipo deanálisis son los antiuerpos; a la feha se uenta on al menos un antiuerpo monolonal apazde eliminar parialmente los depósitos amiloides.Con el objetivo de obtener un antiuerpo espeí�o para la �bra formada por r6aJL2, se realizaronilos de seleión de la bibliotea ontra las �bras. En el uadro 5.1 se muestra de manerasimpli�ada las ondiiones en las que se realizaron los tamizados y los resultados de ada una.



5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 42Ronda saturante Fibra (r6aJL2) Título de entrada Título de salidainmovilizada (uf/ml) (uf/ml)Primera BSA 1% 100 µg 7x1012 6x105Segunda Lehe 1% 50 µg 6x1011 1x106Terera BSA 1% 10 µg 4x1012 7x106Cuadro 5.1: Resumen de las rondas de tamizado de la bibliotea ontra la �bra de r6aJL2.Cabe menionar que en ada ronda, antes del ontato de los fago-antiuerpos on la proteínainmovilizada, los fagos fueron inubados durante dos horas en un inmunotubo que onteína elagente bloqueador a utilizarse (BSA o lehe), on el �n de eliminar lonas inespeí�as. Despuésde tres rondas, se eligieron al azar 88 lonas que fueron utilizadas para una prueba de ELISA.Las variantes seleionadas fueron resatadas on el fago ayudador para reuperar lo fago-antiuerpos, que fueron utilizados en el ensayo de reonoimiento haia la �bra r6aJL2. Delas antiuerpos utilizados, aproximadamente el 70% (�g 5.7) presentaron valores de absorbania>0.4; aquellos en los que se observaron las leturas más altas, fueron seleionados para realizarun ensayo de espei�idad.Las lonas 3C, 4C, 5A, 10G, 11B, 12A Y 12F (etiquetadas según su ubiaión en la plaa) fueronlas andidatas a probar, sin embargo, al realizar un PCR de olonia de esas lonas, 3C, 5A y 10Gtuvieron un inserto de menor tamaño (∼ 300 bp) por lo que fueron desartadas.Aquellas lonas on el inserto ompleto fueron nuevamente expresadas omo fago-antiuerpospara la prueba de ELISA en la que se utilizó además de la �bra, los bloqueadores (BSA y lehe)y r6aJL2 en su forma soluble. Las absorbanias leídas re�ejan una apaidad de reonoimientode los fragmentos VHHs haia sus antígenos. En el aso de 4C y 12F, no se observa difereniasigni�ativa entre la �bra y las otras proteínas, lo que india la inespei�idad en el reonoimien-to; sin embargo, en 12A, hay una marada diferenia on respeto a las soluiones bloquedoras.Aún uando 11B muestra una señal menor, es posible ver ierta espei�idad haia r6aJL2 y su
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Figura 5.7: ELISA de fago-antiuerpos. La �bra de 6aJL2 fue utilizada omo antígeno para probar las variantesobtenidas después de tres rondas de tamizado. Una oloraión más intensa india mejor reonoimiento antígeno-antiuerpo.�bra, y más bien la baja letura puede deberse a una baja produión del fago-antiuerpo, yaque se utilizó un mismo volumen de sobrenadante para todas las lonas, no teniendo en uentala antidad de partíulas presentes, lo ual pudo haber in�uido en los niveles de reonoimiento.En resumen, y omo onlusión preliminar, se puede deir que se tienen al menos dos VHH andi-datas (lonas 11B y 12A) a poseer la apaidad de reonoer espeí�amente a la �bra formadapor r6aJL2. Este heho on�rma que a partir de una bibliotea no inmune es posible obtenerantiuerpos, en este aso, dominios VHH que pueden reonoer un ierto epítope de interés.
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Figura 5.8: ELISA de espei�idad de VHH seleionadas. En la grá�a se muestran las leturas de absorbania delensayo, el ual se realizó por dupliado, utilizando omo ontrol negativo el fago silvestre (M13). Para la lonas 12A y12F hubo leturas mayores que el límite de sensibilidad del letor, por lo que no fue posible el álulo de la desviaiónestándar.



Capítulo 6
CONCLUSIONES
Los antiuerpos omo poderosas herramientas para usos biotenológios, línios y de investiga-ión son blano de numerosos y detallados estudios. Como se ha menionado, on el objetivo deobtener antiuerpos e�ientes y osteables, se han generado los fragmentos de antiuerpos, entreellos los VHs. Aunado al trabajo de ingeniería genétia, graias a la naturaleza se uenta on losfragmentos variables de antiuerpos de adena pesada presentes en los amélidos. En base a lasgrandes ventajas en uso y manipulaión que estos presentan se ha realizado el presente trabajoon la �nalidad de ontar on una oleión de estos fragmentos derivados de un ejemplar de L.glama. Como resultado de ésto se puede onluir que:1. Se logró la obtenión del ADN odi�ante para fragmentos de antiuerpos tipo VHH (desubtipo IgG2 e IgG3).2. Ambos repertorios fueron lonados en un fagémido resultando dos biblioteas de tamañoaeptable tomando en uenta que se trata de dominios no ombinatorios.3. Las lonas aisladas de las biblioteas ontienen ADN orrespondiente a dominios VHH ,presentando identidades de ∼80% on las ya reportadas.4. El total de las lonas seueniadas tienen diferenias entre sí, sugiriendo que se tiene unrepertorio diverso y por tanto apaz de reonoer un amplio espetro de antígenos, dadaslas apaidades desritas de estos dominios variables.45



6. Conlusión 465. Como primer intento, se logró el aislamiento de dos lonas que pareen tener reonoimientoespeí�o haia la �brilla formada por la proteína amiloidogénia r6aJL2.



Capítulo 7
PERSPECTIVAS

* Expresar omo proteína soluble las lonas seleionadas y determinar si reonoen r6aJL2y algunas de sus variantes relevantes.* Caraterizar las lonas que tengan mejor reonoimiento haia la �bra de 6aJL2.* Explorar la apaidad de las VHHs ganadoras de impedir la formaión de las estruturas�brilares de r6aJL2.* Realizar seleiones (tamizados) de la bibliotea ontra otras proteínas.* Generar ambios en las biblioteas obtenidas para lograr un repertorio más diverso y portanto ampliar el espetro epítopes que pueden ser reonoidos.
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