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Resumen.

En el presente trabajo se presenta la clonacién y expresién de un fragmento Fab
quimérico humano-murino usando los vectores del sistema de despliegue en fagos Pasteur-
Merieux. El Fab quimérico se expresd de manera secretoria en E. colf ¥y se extrajo det
periplasma mediante lisis osmética. El Fab producido presento actividad por la toxina Cn2 del
veneno del alacran C. noxius Hoffmann, de acuerdo con los resultados obtenidos por ELISA.
Adicionalmente a la expresion del Fab quimérico, se dieron los primeros pasos para probar la
factibilidad del empleo del sistema Pasteur-Merieux en la futura construccion de bancos

combinatorios.

La expresién soluble del Fab quimérico en E. cofi presentada en este trabajo representa
un avance hacia la obtencién de material puro y en cantidades suficientes para posteriormente
cristalizar la proteina y determinar su estructura tridimensional asi como para determinar ia
afinidad y capacidad neutralizante del Fab hacia la toxina Cn2 y hacia venenos de otros
alacranes del género Ceniruroides. El fragmento Fab quimérico recombinante puede

representar el primer componente de un anti-veneno “policlonal” eficiente.
p
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Introduccion.

Las picaduras de alacran constituyen un problema de salud piblica endémico en varias
regiones del mundo. En México ocurren alrededor de 200,000 accidentes por afo (Dehesa-
Davila and Posanni. 1994). Los alacranes peligrosos al ser humano pertenecen a la familia
Buthidae en la que se encuentran los géneros: Androctonus, Buthus, Centruroides, Leiurus v
Tityus (Calderon-Aranda et al, 1993). En México, las 8 especies peligrosas al ser humano
pertenecen al género Centruroides (Dehesa-Davila et al, 1994). La sintomatologia que se
presenta después de una picadura se debe a la estimulacién del sistema nervioso auténomo:
pudiendo presentarse nduseas, vomito, problemas respiratorios y cardiacos que en algunas
ocasiones pueden conducir a la muerte de! individuo (Dehesa-Davila et al, 1994). El
tratamiento que mas se ha empleado para contrarrestar los efectos del veneno de alacrén es la
aplicacién de un sucro preparado a partir de caballos que han sido inyectados con un
macerado de tclsones de varios alacranes {Balozet, 1971). A partir del suero se purifican los
anticuerpos equinos y se preparan fragmentos F(ab); mediante su digestion con pepsina
(Balozet, 1971). El antisuero preparado de este modo presenta algunas desventajas como es el
bajo titulo de! suero por 1o que resulta necesario aplicar altas dosis del mismo y el empleo de
mezclas altamente complejas de antigenos para la produccion del antiveneno en caballos lo
cual distrae la respuesta inmunoldgica (Calderon-Aranda et al, 1993). Debido a la baja
eficiencia del antisuero equino en cuanto a la cantidad de inmunoglobulinas neutralizantes y al
riesgo de ocasionar reacciones inmunogénicas en humanos por la presencia de proteinas del
caballo, resulta importante la bisqueda de otras altemativas para la obtencién de un
antiveneno eficaz. Una de estas alternativas cs la aplicacién de un paso adicional de
purificacion de fragmentos F(ab); mediante ¢l cual se disminuye aiin mas su inmunogenicidad
asi como puede aumentarse el titulo del suero. La aplicacién de fragmentos F(ab): como
antiveneno, recibe el nombre de faboterapia (Alagén et al, 1998). El uso de faboterdpicos
practicamcenie ha eliminado las reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato (anafilaxia)
v de tipo tardia (enfermedad del suero) (Alagon et al, 1998). Sin embargo, su aplicacién aon
presenta un riesgo inherente de provocar alguna reaccién inmunogénica debido a la presencia
de residuos de aminodcidos en la molécula del F(ab), con caracter equino que pudieran ser

reconocidos como extraios por el sistema inmune humane y si bien, no generar una respuesta



inmune adversa, si neutralizar y climinar los efeclos terapéuticos del antisucro. Otra
alternativa consiste en la produccion de fragmentos de anticuerpos neutralizantes quimericos o
humanizados usando 1a técnica de Despliegue en Fagos (Phage Display). La técnica de
Despliegue en Fagos permite generar bancos de anticuerpos naturales o sintéticos. Los bancos
naturales de anticuerpos pueden ser inmunes o no-inmunes y son creados a partir de la
amplificacién, clonacion y expresion de los genes de las regiones variables de linfocitos B de
sujetos donadores que presentan una reaccidn inmune contra un antigeno dado. Los bancos
sintéticos de anticuerpos son creados a partir det ensamblaje, clonacién y expresion de los
genes de las regiones variables de la linea germinal. La técnica de desplieguc en fagos también
permite crear bancos de anticuerpos disefiados de acuerdo con distintos criterios para reducir
fa inmunogenicidad de la molécula (humanizacion) y para obtener anticuerpos con una

determinada especificidad y afinidad por un antigeno.

En este trabajo se presenta la clonacion y expresién de un anticuerpo quimérico
humano-murino con afinidad por 1a toxina Cn2 de! veneno de! alacran Centruroides noxius
Hoffrmann en un sistema de Despliegue en Fagos que fue disenado para generar bibliotecas
combinatorias a partir de las cuales es posible scleccionar el fragmento de anticuerpo que

cumple con los requisitos de especificidad y afinidad requeridos.

Caracteristicas del veneno del alacran Centruroides noxius Hoffmann.

El veneno de alacrdn esta compuesto por una gran variedad de péptidos neurotéxicos;
enzimas como !a hialuronidasa y fosfodiesterasas (Master et al, 1963); aminodcidos libres y
compuestos heterociclicos (Tu, 1977, Zlotkin et al, 1978; Possani et al, 1980; Lazarovici et al,
1982). Los componentes responsables de la toxicidad del veneno de alacran son polipéptidos.
Hamados toxinas, de 4-8 kD (Possani, 1984). Las toxinas son péptidos de caracter bésico que
actrian sobre canales de sodio (Catteratl, 1977), potasio (Carbone et al, 1982), calcio (Valdivia
and Possani, 1998) y cloro (DeBin et ai, 1993). Los péptidos que se unen a canales de sodio
representan ¢l componente mas impartantc en cuanto a su efecto téxico debido a su
concentracion vy alta toxicidad (Possant, 1984). Las toxinas que actian sobre canales de sodio

son péptidos de 60-70 aminodcidos y pueden ser de tipo o o B, dependiendo de su efecto
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fisiolégico y propiedades de unién {Gordon, 1997). Ambos tipos de toxinas modifican la
permeabilidad del sodio, modulando el mecanismo de apertura del canal. Las toxinas tipo o
disminuyen o inhiben la inactivacién de la corriente de sodio mediante su unién al sitio 3 del
canal de sodio, mientras que las toxinas f§ se unen al sitio 4 y cambian el voltaje de activacion
hacia potenciales mas negativos. Las toxinas o y 5 comparten el mismo motivo estructural
constituido por una hoja B antiparatela de tres hebras, una hélice corta Y cuatro puentes

disulfuro que estabilizan !a estructura (Fig. 1.)(Pintar et al, 1999).

Fig. 1. Estructura de Cn2 determinada por espectroscopia bidimensional 'H-'H de NMR
(Pintar et al, 1999),

El veneno mejor caracterizado de los alacranes det género Cenrruroides es el de
Centruroides noxius Hoffmann, el alacran mis peligroso para humanos en México
(Hoffmann, 1938). E! veneno presenta toxinas especificas para mamiferos (Possani et ai,
1981), insectos (Selisko et al,1996) y crustdceos (Garcia et al, 1997). La dosis letal media
(LDso) del veneno soluble es de 0.26 pg/p de ratén albino (Dent et al, 1980). Después de
aplicar tres pasos de purificacion, se han obtenido airededor de 74 péptidos toxicos (Possani,

comunicacion personal). En la primera separacién por una columna de Sephadex G50 se



oblienen 3 fracciones distintas (Fig.2A); la fraccidn 1 contiene componentes de alto peso
molecular (enzimas como hialurodinasa), la fraccion Il contiene péptidos de bajo peso
molecular y otros derivados libres aminados (M.A.R. Dent y L.D. Possani, observaciones no
publicadas) y Ia fraccion I contiene polipéptidos toxicos de un peso molecular entre 3-15 kD
(Possani et al, 1981). La fraccion ! corresponde al 63% del veneno total (Possani et al, 1981).
La fraccién If se sometié a un paso de separacion por intercambio idnico, a partir del cual se
obluvieron 14 fracciones distintas (Fig. 2B) (Possani et al, 1981). De las 14 fracciones, fa
fraccién [1-9 se aplico a una columna de carboximetil-celulosa a partir de Ia cual se obtuvo la

toxina [1.9.2.2, también llamada Cn2.
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Fig. 2. A. Separacidn por una columna de Sephadex (G50 de los componentes del veneno de
€. noxius Hoffmann. La fraccion | contiene componentes de alto peso molecular (enzimas
como hialurodinasa). la fraccion [H conticne péptidos de bajo peso molecular v otros
derivados libres v la fraccion I1 corresponde a polipéptidos (oxicos (Possani et al, 1981). B. La
fraccion Il se sometid a una separacion por una columna de carboximetil-celulosa, obieniendo
asi 14 fracciones distintas. La toxina Cn2 sc encuentra en la fraccion 14,



Toxina Cn2.

De las 74 toxinas obtenidas a partir dei veneno de C. noxius, Cn2 es el componenic
mayoritario representando el 6.8% del veneno total (Zamudio et al, 1992; Valdivia et al,
1994). Cn2 es una toxina tipo B de 66 aminoacidos que afecta la actividad de los canales de
sodio de mamiferos. Esta 1oxina es uno de los componentes mas tdxicos del veneno de C.
noxius y tiene una dosis letal media (LDsp) de 0.0125 pg/g de raton de la cepa CDI inyectados
intraperitonealmente {Licea et al, 1996), es dcir, 20 veces mds potenie que la que presenta el
veneno completo, Cn2 presenta una alta similitud a nivel de la estructura primaria con otras
toxinas del veneno de C. noxius (Becerri! el al, 1993; Viazquez et al, 1993; Valdivia et al.
1994) y con toxinas del veneno de alacranes del mismo género (C. suffusus suffusus y C.
{impidus tecomanus) (Dehesa-Divila et al, 1996). En la Fig. 1. se presenta la estructura de
Cn2 determinada por espectroscopia bidimensional ‘H-"H de NMR (Pintar et al, 1999). Como
se observa, es una estructura formada por una triple hoja B antiparalela y una a-hélice,

estabilizada por cuatro puentes disulfuro (Pintar et al, 1999).

Anticuerpo Monoclonal BCF2.

BCF2 es uno de seis anticuerpos monoclonales que se obtuvieron mediante Ia
inyeccion en ratones de la fraccion 11.9.2 (contiene a las toxinas Cn2 y Cn3) (Zamudio et al,
1992). BCF2 es una inmunoglobulina de la clase IgG1 para la cadena pesada y tipo kappa para
la cadena ligera (Zamudio et al. 1992), De los seis monoclonales, el BCF2 presentd la mayor
actividad neutralizante de la toxina Cn2 in vive (Zamudio et al, 1992). BCF2 (650 pg)
protegi¢ de manera definitiva a 2 de los 5 ratones de la cepa CD1 inyectados con 7.5 veces la
LDso de Cn2 y retrasé fa muerte de los 3 restantes (Zamudio et al, 1992). Adicionalmente se
mostrd que el anticuerpo BCF2 y sus fragmentos Fab, obtenidos por digestion enzimatica, son
capaces de neutralizar no sélo a la toxina Cn2 sino también al veneno completo {Licea et a1
1996). En ratones CD1 se encontré que | mg de BCF2 es capaz de neutralizar el efecto de 32
LDsg de toxina Cn2, mientras que la misma cantidad es capaz de neutralizar 28 LDsp del

veneno completo (Licea et al, 1996). Se prepararen fragmentos Fab de BCF2 mediante su
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digestion con papaina y se encontrd que | mg de fragmentos Fab pueden neutralizar 43 LDs;,
de veneno {Licea et al. 1996). En proporciones molares eso significa que para neutralizar 1 mg
de veneno completo se necesitan 124 umoles de fragmentos Fab mientras que para neutralizar
la misma cantidad de veneno, se requieren 64 umoles de BCF2, lo cual concuerda con la
presencia de una regién neutralizante en un Fab y dos en una [gG completa {Licea et al, 1996).
También se vi6 que en comparacion con el antisuero de caballo que se utiliza comercialmente.
producido por el Instituto Nacional de Higiene. Secretaria de Salud. México (Dehesa-Davila
et al, 1994), |a cantidad necesaria de proteina para neutralizar el veneno de alacrén cuando se
administran los fragmentos Fab de BCF2, es nueve veces menor que con ¢l antiveneno
comercial (Licea et al, 1996). Por otra parte, se ha visto que BCF2 presenta reacciones
cruzadas con el veneno de otras especies de alacranes peligrosas para humanos como
Centruroides timpidus limpidus, C. limpidus tecomanus, C. limpidus acatlanensis, C. suffusus
suffusus y C. infamatus infamatus (Zamudio et al, 1992). Estas observaciones hacen de BCF2
un candidato prometedor para ¢l disefic y creacion de un nuevo antisuero mas cficiente que el

que se aplica actuaimente en humanos.

Seroterapia.

En México, ¢l nimero de personas heridas por una picadura de alacrdn es
aproximadamente de 200,000 por afio, ocasionando entre 700-800 muertes (Dehesa-Dévila,
1989 ; Monroy-Velasco,1961), razén por la cual las picaduras de alacran son consideradas un
problema de salud piablica. El uso de antisueros es el Gnico tratamiento especifico contra los

efectos de los venenos de animales ponzofiosos (Bon, 1996).

Desde hace mas de 100 afios se dio a conocer con los trabajos de Sewall (1887),
Calmette (1894) v Phisalix y Bertrand (1894) que los anticuerpos policlonales de los sueros
de animales inmunizados con venenos resultaban un método simple para el tratamiento de
casi cualquier tipo de envenenamiento (Dart and Horowitz, 1996). A principios de siglo se
administraba directamente el suero de animales hiperinmunizados y aunque su administracion
resultaba un tratamiento efective en cuanto a la neutralizacién del veneno, también provocaba

graves complicaciones debido a las reacciones inmunogénicas. Posteriormente se desarrolld




un nuevo antisuero obtenido a partir de una purificacién parcial que removia algunos
componentes no necesarios para ia neutralizacion del veneno, sin embargo, este tipo de
medicamentos ain conservan muchas de las desventajas de Jos sueros que los precedieron
(Landon et al, 1995). El antiveneno polivalente de los laboratorios Wyeth (Crotalidae) es un
ejemplo de este tipo de sueros. Este antiveneno fue introducido en 1956 y adn se produce a
partir de la precipitacién por sulfato de amonio del suero de caballos hiperinmunizados con
una mezcla de venenos de serpientes (Laboratorios Wyeth, 1961). El producto final presenta
varias desventajas tales como un bajo titulo en cuanto a anticuerpos neutralizantes del veneno
y contiene unz cierta cantidad de albumina asf como otros componentes del suero del caballo
(Sullivan, 1987). Tales contaminantes pueden inducir reacciones alérgicas (Dart and

Horowitz, 1996).

Las reacciones alérgicas inducidas por antivenenos pueden ser de dos tipos: anafilaxis,
una reaccion de hipersensitividad de tipo i y la enfermedad del suero, una reaccion de tipo I11.
Cualquier suero heterélogo es capaz de causar anafilaxis, la cual es una cascada de eventos
que pueden producir efectos tales como bronquicconstriccién e hipotensién (Dart and
Horowitz, 1996). En menos del 15% de los casos, la anafilaxis puede provocar fa muerte del

individuo atn con un tratamiento adecuado {Jurkovich et al, 1988).

En la década pasada se siguieron otras estrategias para obtener nuevos antisueros con
el propésito de reducir la anafilaxis en pacientes como por ejemplo, la purificacion por
afinidad de lgGs especificas para el veneno (Sullivan and Russell, 1982). Esta estrategia
permitié reducir la cantidad de componentes no neutralizantes del veneno, sin embargo,
todavia presenta como componente activo a las IgGs del organismo que fue hiperinmunizado
las cuales podrian resultar inmunogénicas para humanos como por ejemplo la variante
estructural IgGr en el suerc de caballos (Weir and Porter, 1966) que es particularmente

inmunogénica (Cartledge, 1992).

Otra desventaja que presenta el uso de estos sueros es el alto peso molecular del
componente activo, es decir de 130 kD que es el peso de una 1gG, lo cual limita su

distribucion al volumen sanguineo, mientras que una molécula mas pequeiia podria




distribuirse de manera mas rapida de la sangre al sitio de acumulacion del veneno (Dart and
Horowitz, 1996). A través de la modificacion proteclitica de las inmunoglobulinas se
obtienen moléculas de unién especifica a antigenos mis pequedas que la IgG original con
distinias propiedades inmunogénicas. Las enzimas que se utilizan para digerir anticuerpos son
la pepsina y la papaina. Las moléculas resultantes de la modificacion proteolitica de
anticuerpos carecen de la porci6n efectora Fe, dado lo cual resultan ser menos inmunogénicas

que las inmunoglobulinas completas.

La digestion de anticuerpos completos con pepsina da lugar al fragmento F(ab), ya la
parcidn efectora Fc (Fig. 3). El F(ab); es una molécula divalente, es decir contiene dos sitios
de unién con el antigeno y tiene una masa molecular de 100 por lo que su penetracion tisular
es més efectiva que la de una 1gG completa {Dart and Horowitz, 1996). Otra ventaja de los
fragmentos F(ab), sobre las inmunoglobulinas es que se preservan mejor en el compartimento
extravascular, lo que permite la neutralizacién eficiente de muchos componentes de los
venenos que actian fiera del torrente circulatorio (Alagdn et al, 1998). A la utilizacion de
fragmentos F(ab); purificados por cromatografia como antisueros, se le conoce como
faboterapia (Alagén et al, 1998). El empleo de faboterdpicos en pacientes ha reducido
considerablemente las reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato (anafilaxis) y las de

tipo tardio {(enfermedad del suero) {(Alagon et al, 1998).

La papaina separa a una lgG en tres partes: el fragmento Fc, que lleva a cabo la
funcidn efectora y dos fragmentos Fab (Fig. 3). La porcion Fab presenta varias ventajas como
son: un bajo peso molecular (50 kD) por lo que su volumen de distribucion es mayor que el de
una 1gG, la capacidad de unirse al antigeno asi como la de neutralizar los efectos toxicos del

veneno, Un fragmento Fab presenta una mejor penetracién tisular que una inmunoglobulina
{Dart and Horowitz, 1996).
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Fig. 3. Esquema general de una inmunoglobulina y de los fragmentos que se originan por la
digestion enzimatica con pepsina y papaina.

El secuestro y neutralizacion de una toxina por un anticuerpo depende del volumen de
distribucion de ambas moléculas, de la tasa de distribucion y eliminacién del anticuerpo, de la
afinidad del anticuerpo por la toxina y de su capacidad de formar un complejo
inmunolégicamente inactivo con la toxina. La redistribucion de la toxina depende de su union
reversible con sus receptores o blancos biologicos. Durante la eliminacién de la toxina, ésta
generalmente adopta las propiedades de eliminacién del anticuerpo para compuestos de bajo
peso molecular. Los mecanismos de desintoxicacion (secuestro, neutralizacién, redistribucion
y eliminacién) pueden ser optimizados mediante el empleo del anticuerpo "ideal”, en términos
de tamafio y origen que permitan desactivar la toxicidad del antigeno (Schermann, 1994). Un
anticuerpo "ideal” seria aquél que presentara una amplia y répida distribucion corporal, una

exposicion tisufar prolongada y una alta afinidad por el antigeno.




El volumen de distribucién de un anticuerpo en humanos puede ir de 5 litros para el
caso de IgMs e 1gGs y hasta de 30 litros para el caso de fragmentos Fab {Schermann, 1994),
Para el caso de las toxinas, su volumen de distribucion puede ser de varios cientos de litros
para aquellas de bajo peso melecular {colchicina, digoxinina) hasta el volumen ocupado por e
agua extracelular para toxinas de alto peso molecular (venenos) (Schermann, 1994). Las 1gGs
completas y los fragmentos F(ab); presentan el tamailo apropiado para neutralizar toxinas
pobremente distribuidas, mientiras que los fragmentos Fab representan la solucién para
neutralizar toxinas altamente distribuidas (Schermann,1994). Considerando el tiempo de
distribucion corporal, las inmunoglobutinas y los fragmentos F(ab); alcanzan su equilibrio de
distribucion entrc los espacios intravascular e intersticial en 12-24 hrs, mientras que los
fragmentos Fab se distribuyen més rdpidamentc y en un volumen mayor. en 2-4 hrs
(Schermann, 1994).

La utilizacion de fragmentos de anticuerpos més pequefios que los Fab, tales como los
fragmentos Fv de 25 kD (Huston et al, 1988; Anthony et al, 1992), resulta en una mas amplia
y rapida distribucién corporal pero en una eliminacién catabélica mas ripida del anticuerpo

por lo que los tejidos quedan expuestos por menos tiempo a estos agentes (Berry et al, 1992).

Ademas del tamafio del anticuerpo gque debe utilizarse como agente terapéutico,
también debe considerarse el origen del mismo ya que la administracion en humanos de
anticuerpos o fragmentos de origen distinto pueden generar reacciones inmunogénicas
importantes, ademas de presentar una tasa catabdlica alta (Schermann, 1994). El empleo de
faboterapicos (fragmentos Fab y F(ab'),) (Fig. 3), ha resultado en un tratamiento mucho mas
conveniente ya que al eliminar la porcion Fc, se ha reducido fa inmunogenicidad en los
pacientes (Dart and Horowitz, 1996), ademds de que presentan una mayor y mas rapida
distribucion corporal con la misma afinidad y especificidad que el anticuerpo completo

(Schermann, 1994).

A pesar de las ventajas que presenta la utilizacion de fragmentos de anticuerpos
purificados, ain existe cierto riesgo de generar respuestas inmunogénicas en humanos. Debido

a esto es que se han desarrollado metodologias que implican la modificacion de anticuerpos



monoclonales de otros organismos hacia la oblencion de nuevas moléculas que pueden
disminuir adn mas el riesgo de ocasionar dafio en humanos pero que conserven la misma
afinidad y especificidad del anticuerpo original. El término aplicado a esle tipo de

modificaciones se conoce como humanizacion.

Anticuerpos Quiméricos.

Durante el proceso de humanizacidn la molécula de anticuerpo es modificada de tal
forma que se reduzca en lo posible la respuesta inmunogénica que generaria su aplicacidn en
humanos a través de la sustitucion de los aminodcidos murinos con aquellos tipicamente
encontrados en humanos (Hurle and Gross, 1994). Hasta ahora el reto principal ha sido hacerlo
de modo que se conserve la afinidad y especificidad del anticuerpo original (Hurle and Gross,
1994).

El primer paso hacia !a humanizacion de anticuerpos monoclonales murinos es la
construccién de anticuerpos quiméricos mediante la unién del dominio constante humano
(CH!t y CL) con su respectivo dominio variable murine (VH y VL) (Boulianne et al, 1984,
Morrison et al, 1984; Neuberger et al, 1985; Better et al, 1988). Diversos estudios en una
variedad de quimeras humano-murino han probadoe su utilizacién como agentes terapéuticos
cn humanos. Para el caso de anticuerpos quiméricos completos, se vio que pueden interactuar
de manera mds efectiva con el sistema inmune celular humano debido a la presencia del
dominio constante humano (Hoogenboom et al, 1990). Datos de experimentos llevados a cabo
in vivo e in vitro mostraron que los anticuerpos quiméricos completos son mas eficientes en
inducir funciones efectoras humanas tales como fijacion del complemento y ADCC (Emery.
and Harris, 1995). En €l mismo estudio se observd que las respuestas inmunogénicas en
pacientes se han reducido hasta en un 80% con el uso de anticuerpos quiméricos (Emery and
Harris, 1995). La creacién de anticuerpos quiméricos resulta en una motécula que conserva la
especificidad por el antigeno del anticuerpo monoclonal murino pero que minimiza el riesgo
de generar una respuesta inmune. En el caso de los fragmentos Fab quiméricos humano-

murino, ya se han aplicade con €xito en humanos para tratar padecimientos como céncer, en




fos que ¢l Fab se administra acoplado a agentes quimioterdpicos (Otsuji. E. et al 1996} y en
algunos padecimientos cardiovasculares (Reverter et al, 1996). Los Fab quiméricos pueden
presentar un alto potencial como agentes terapéuticos en humanos debido a su baja
antigenicidad, etevado volumen de distribucion corporal, y similares afinidad y especificidad

per el antigenc que la del anticuerpo murino completo.

Expresion de Anticuerpos en £.col;.

La tecnologia del hibridoma desarrollada por Kéhler y Milstein (1975) y la capacidad
de producir anticuerpos monoclonales dio lugar a una nueva etapa en la biomedicina.
Posteriormente, el uso de la tecnologia del DNA recombinante y el estudio de la genética y
estructura de las inmunoglobulinas, permiticron la maniputacién genética de las moléculas de
anticuerpos. Dicha manipuiacién ha lievado al disefio y creacién de nuevas moléculas con
distintas propiedades. derivadas de inmunoglobulinas. Entre éstas se encuentran los
fragmentos de anticuerpos tales como Fab, F(ab'),. asi como otros fragmentos basados en el
dominio Fv como el scFv (Bird et al, 1988; Huston et al, 1988) y el dsFv (Glockshuber et al,
1990). Adicionalmente, con el propésito de reducir 1a inmunogenicidad de una molécula de
origen murino. se han creado anticuerpos o fragmentos quiméricos que presentan las regiones
V de origen murino y las regiones constantes de origen humano, asi como anticuerpos
humanizados en las que sélo las CDRs son de origen murino (Jones ct al, 1986; Riechmann et
al, 1988.). Los fragmentos de anticuerpos presentan varias ventajas con respecto a las
inmunoglobulinas compietas en el sentido de que pueden ser producidos a través de
bibliotecas desplegadas en fagos (McCafferty et al, 1990) a través de las cuales es posible

seleccionar la variante con mayor afinifad por un determinado antigeno.

l.a necesidad de obtener fragmentos de anticuerpos, asi como inmunoglobulinas
completas en cantidades suficientes para ser empleados en los campos de la medicina v
biotecnologia, ha llevado al desarrollo de distintos sistemas de expresion heterdloga de
anticuerpos. Los anticuerpos recombinantes han sido producidos en bacterias (Better et a,

1998; Skerra and Pliickthun, 1988; Huston et al, 1988; Bird et al, 1988), cétulas de mamifero



(Jost et al, 1994; Dorai et al, 1994), células de insecto (Bei ct al, 1995), levaduras {Davis et
al.1991; Ridder et al, 1995), células vegetales (Whitclam et al, 1994) y en sistemas de
traduccion in vitro (Nicholls et al, 1993). El rendimiento y actividad biologica de las proteinas
recombinantes dependen de un gran nimero de factores lales como la solubilidad, estabilidad
y tamafio de la proteina. Cada proteina presenta problemas tinices en su expresion debido
principalmente a su secuencia de aminoacidos, por lo que un sistema que puede resultar
favorable para un anticuerpo en particular, puede no serlo en el caso de otra anticuerpo. El
sistema Gptimo de expresion depende del tipo de molécula (IgG, Fab, sFv, etc), del

anticuerpo individual y de otros factores coma la cantidad y pureza que se requieran.

La expresion de anticuerpos en £ coli resulta muy conveniente debido a que es posible
obtener grandes cantidades de proteina en un corto tiempo debido al répido crecimiento del
organismo. Por otro lade, la transformacion de E. coli con DNA ajeno resulta relativamente
facil ademds de que requiere pequefias cantidades de DNA. Ademds de todas estas
caracteristicas, el cultivo y manejo de £ coli implica un costo relativamente bajo. Una posible
desventaja puede ser la incapacidad de E. coli para glicosilar por lo cual resulta un sistema
ineficiente para la expresion de moléculas de anticuerpo completas, las cuales estin

glicosiladas en el dominio CH2.

La expresién de fragmentos de anticuerpos en E. coli requiere de ciertas secuencias
que permitan la transcripcion y traduccion del gen. Generalmente se emplean promotores
inducibles que controlan la expresién. Algunos de los promotores mds empieados son el
promotor fuc, el promotor irp y el hibrido de ambos (tac) el cual es regulado por el represor
lac y es inducido por isopropil-p-galactosidasa (IPTG) (Aman et al, 1983; de Boer et al,
1983). Un factor necesario para una traduccién eficiente en £. coli es la presencia de un sitio
de unidn a ribosomas (Gold et al, 1981). Este sitio consiste de un codén de inicio (ATG) v la
secuencia Shine-Dalgarno (SD). El éltimo elemento de control importante es un terminador de
la transcripeidn que previene la transeripcion de genes localizados después de la secuencia de

interés ademads que proporciona estabilidad al DNA.




Existen distintas maneras de producir fragmentos de anticuerpos en E. coli. La
formacién de los puentes disulfuro es crucial para la estabilidad de los dominios de las
inmunoglobulinas por 1o que se han diseflado estrategias para conseguir su formacion ya sea
in vive o in vitro (Glockshuber et al, 1992). Una forma de obtener anticuerpos en £. cofi es
medianie su expresion en el ambiente reductor del citoplasma lo cual da fugar a la produccion
del anticuerpo en su forma insoluble y su agregacién en cuerpos de inclusion. por lo que
resulta necesario aplicar tratamientos que permitan el plegamiento in vitre de la proteina para
recuperarla en su conformacién nativa (Buchner and Rudolph 1991). La mayoria de las
estrategias consisten en aislar los cuerpos de inclusién, solubilizar las proteinas recombinantes
y renaturalizarlas en un ambiente que promueva la correcta formacion de puentes disulfuro asi
como la formacion de la estructura tridimensional apropiada (Verma et al, 1998). De esta
forma se han obtenido fragmentos sFv alcanzando rendimientos de 100-130 mg/l de proteina
activa (Huston et al, 1995), fragmentos Fab con rendimientos de 0.14 g/l a partir de un
cultivo de baja densidad celular (Condra et al, 1990} y hasta de 1-2 g/l de un cultivo de
mediana densidad (Shibui et al, 1993). Otra forma de obtener anticuerpos en E. coli es
mediante su expresion funcional en el citoplasma pero en una cepa mutante con genotipo x5
la cual facilita la formacién de puentes disulfuro en el citoplasma (Derman et al, 1993; Proba

et al, 1995).

Otra manera de producir fragmentos de anticuerpos recombinantes en E. coli es
mediante la utilizacion de secuencias lider que permiten la secrecion del anticuerpo al espacio
periplasmico de la bacteria (Skerra and Pliickthun, 1988). El espacio peripldsmico se localiza
entre las membranas interna y externa de las bacterias Gram negativas. Este espacio provee de
un ambiente oxidante en donde se localizan moléculas parecidas a chaperoninas asi como
disuifuro isomerasas que asisten en el plegamiento del anticuerpo recombinante {Verma et al.
1998). Algunas de las secuencias sefial mds utilizadas son pelB del gen de la peciato liasa de
Erwinia carotovora {Lei et al, 1987) y el pémido senal derivado del gen de la fosfatasa

alcalina. Estas secuencias son eliminadas por peptidasas dentro del periplasma (Ferenci and
Silhavy, 1987).



En algunos casos puede detectarse la salida det anticuerpo recombinante a través de la
membrana externa hacia el medio de cultive (Ward et al, 1989). La cantidad de proteina que
sale del periplasma depende de la cepa bacteriana, de las condiciones de induccion y
posiblemente de la secuencia de aminodcidos del anticuerpo (Knappik and Pliickiun, 1995}
mds que de la secuencia sefial (Suominen et ai, 1987). Si el material no se exporta hacia el
medio de cultivo entonces se aisla la proteina recombinante del periplasma, generalmente
mediante lisis osmotica (Verma et al, 1998). Lo anterior presenta |a ventaja de que la proteina
se encuentra frecuentemente en altas concentraciones y en una forma relativamente pura
(Skerra, 1994). A partir de la expresién en ¢f periplasma se han obtenido moléculas de Fab
con rendimientos de 700 mg/l (Rodrigues et al 1992), un Fab humanizado con rendimientos
de 2 g/l (Carter et al, 1992), también se ha reportado la produccién de un fragmento Fv que
escapé del periplasma hacia el medio de cultivo a partir del cual se obtuvieron rendimientos
de 10 mg/ (Ward et al, 1989). En muchos casos, el material puede precipitarse y agregarse
dentro del periplasma por lo que resulta necesario solubilizar la proteina y renaturalizarla

(Verma et al, 1998).

La secuencia primaria del anticuerpo tiene un papel critico en el rendimiento del
plegamiento llevado a cabo in vivo o in vitre (Knappik and Pliickthun 1995). EI maximo
rendimiento en el plegamiento in vitro que se ha reportado es del 47%, aungque generaimente

los rendimientos estan entre el 5%-20% (Horn et al, 1996).

Dado que cada anticuerpo es un caso distinto, no es posible comparar directamente las
condiciones de expresion y los rendimientos que se obtienen para diferentes anticuerpos por lo
cual los datos de rendimientos hasta ahora citados sdlo indican el rango que puede obtenerse
de proteina recombinante a partir de su expresién en E. coli. Existen diversos factores que
deben determinarse durante la expresidn de un fragmento de anticuerpo tales como, el
compartimento en donde habra de localizarse la proteina recombinante, el tiempo éptimo de
induccion, la temperatura Gptima de la induccion y si son necesarias otras condiciones de
cultivo que aumenten el rendimiento como por ejemplo la adicion de azicares no

metabolizables al medio de cultive (Kipriyanov ct al, 1997).




Cabe mencionar gue es posible mejorar fa produccién de anticuerpos en bacterias
mediante Ta mutacién de ciertos residuos en su secuencia, Las mutaciones P40A, S63A »
A64D, en la region del armazon {("framework") de la cadena pesada de un fragmento F\
pemitid fa obtencion de 60 veces mds de proteina en su forma soluble que en la insoluble
(Knappik and Pliickthun, 1995). En el caso de un fragmento Fab, la sustitucion de 5
aminodcidos (F10S, T43K, T77S, L78V} en el dominio VL aumento el rendimiento de 40
mg/l a 500 mg/l, mientras que cuatro cambios en el dominic VH disminuyd fa lisis cetular

durante la fermentacién (Forsberg et al, 1997).

La expresidn en bacterias resulta muy conveniente en la produccién de moléculas
basadas en anticuerpos, en particular de fragmentos que no requieren glicosilacion. Sin
embargo, el rendimiento y condiciones en las que se expresan dependen en gran medida del
fragmento de anticuerpo. Lo anterior se aplica también en el caso de la expresion de

anticuerpos en organismos tales como levadura, células de insecto y célutas de mamifero.

El sistema de levadura presenta varias ventajas sobre ¢l sistema de E. coli para la
expresion de anticuerpos ya que ademas de ser un eucariote capaz de sccretar y plegar
correctamente proteinas heterdlogas, tiene todas las ventajas que presenta el cultivo de un
microorganismo en cuanto a rapido crecimiento y bajo costo de las condiciones de su
crecimiento. Se ha reportado la correcta expresion de anticuerpos completos y de fragmentos
de anticuerpos en levadura (Wood et al, 1985; Horwitz et al, 1988) como por ejemplo la del
fragmento scFv anti-humano inhibitorio de leucemia en la que se obtuvo un rendimiento de

100 mg/l en la levadura Pichia pasitoris (Ridder et al, 1995).

El sistema de expresion en células de mamifero asi como el de células de insecto
presentan la ventaja de que todas las sefiales para la sintesis, procesamiento y secrecidn de
proteinas eucaridticas son reconocidas eficientemente, sin embargo ambos sistemas
representan un alto costo ademds de ser complicados en su manejo. Con el sistema de
expresion en células de inseclo mediante el vector baculovirus pueden obtenerse rendinticntos
del orden 1-500 mg de proteina recombinante por litro de células infectadas (Luckow and

Summers. 1988). Algunos fragmentos de anticuerpos se han expresado en células de



mamifero como por ejemplo la produccion en células CHO de un Fy con un rendimiento de 4
mg/l (King et al, 1993} asi camo de un fragmento scFv secretado al medio de cultivo por

céltulas $p2/0 con un rendimiento de 10 mg/l (Dorai et al, 1994).

Sistema de Despliegue en Fagos de Pasteur-Merieux.

E! sistema de despliegue en fagos de Pasteur-Merieux ha sido diseiiado para la
construccion de grandes bibliotecas de fragmentos de anticuerpos expresados ¢n la superficic
de fagos a través de la recombinacién de dos bancos independientes que contienen a los genes
de las regiones pesada {(VH-CH1) y ligera (VL-CL) (Geoffroy et al, 1994). El proceso se basa
en la recombinacion sitio-especifica del sistema art del fago A y permite la asociacion {isica
irreversible entre un plasmido y un fagemido que contienen a las secuencias VL-CL y VH-
CHI, respectivamente (Geoffroy et al, 1994). La asociacién entre el plidsmido y el fagemido
da lugar a un nuevo fagemido que contiene el banco combinatorio VL-CL/VH-CH en un
mismo vector de expresion (Fig 5). La secuencia VL-CL en el ptasmido se localiza adyacente
al extremo N-terminal de la proteina 11t de la capside del fago. La fusi6n de la secuencia de la
cadena ligera de! Fab con el gen Ml permite obtener fagos, previa infeccién con un fago
“helper”, que presentan af Fab unido covalentemente al dominio N-terminat de la proteina Il
y desplegado asi en su superficie. El fagemido recombinante también permite la produccion
soluble del fragmento de anticuerpo en una cepa no supresora (Sodoyer et al, 1996), la cual es
capaz de reconocer al codén dmbar (TAG) en el extremo 5° del gen {1l como codén de término

{Sodoyer et al, 1996).

Durante la fase lisogénica, una forma circular del fago A se integra al genoma
bacteriano a través de la recombinacion entre los sitos atrP (240 pb) codificada por el fago, y
atB (23 pb) del cromosoma bacteriano (Geoffroy et al, 1994). La integracton al cromosoma
bacteriano requiere de la proteina Int {Integrasa Recombinasa) codificada por el fago y del
Factor de Iniegracion del Hospedero (IHF) codificada por E. coli (Geoffroy et al, 1994).
Después de la recombinacion. se generan dos sitios atf nuevos. el arrl. (99 pares de bases) yel

aR (164pb) (Geoffroy et al, 1994). La presencia del Factor de Excision (Xis) codificado por



el fago, revierte el proceso de recombinacion, por lo que para el despliegue en fagos y
expresion soluble de fragmentos de anticuerpos es necesario wtilizar una cepa que carezea de

€sia proteina para asegurar la irreversibilidad de {a recombinacion (Hasan and Szybalski,
19873,

El sistema de Pasteur-Merieux consiste en dos familias de vectores (pldsmido y
fagemido} y de una cepa modificada de E. coli {(Sodoyer et al, 1996). En el presente trabajo se
utitiz6 al plasmido pM849 y al fagemido pM846 (Fig.4).

Fp15a
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Fig. 4. Esquema General de los vectores del sistema de Pasteur-Merieux. Se ruestran el
plasmido pM849 y el fagemido pM846,

El plismido pM849 presenta el sitio aB, el promotor lacZpo, el péptide sefial pelB
que guia la proteina hacia el espacio periplasmico, la cadena ligera del anticuerpo anti-HIV
gp160, el gen III del fago M3, el gen de resistencia a Kanamicina, y el origen de replicacion
ColEl. El fagemido pMB846 presenta el sitio a#P, ef gen nutL/N del fago lambda, la secuencia
Pcat, el origen de replicacion del fago f1, el gen de resistencia a Ampicilina, el origen de
replicacion P15a, el promotor lacZpo, el péptido sefial pelB y la secuencia de la cadena pesada

del anticuerpo anti-HIV gpl60. Estdn presentes dos secuencias adicionales en pM346, la



secuencia nutl/N, un antiterminador de la transcripcion del fage A (Daniels et al, 1983) v la
secuencia Peat que corresponde al promotor de la cloramfenicol acetiltransferasa. Estas dos
secuencias fueron introducidas originalmente para ser utilizadas con otros vectores de |a
familia de pidsmidos del sistema Pasteur-Merieux distintos a pMB49. Tales vectores
contienen la secuencia del gen car que confiere resistencia a cloramfenicol o la secuencia del
gen aacCl que confiere resistencia a gentamicina. Su recombinacién permitiria que el
promotor Pcat quedara adyacente al gen car o gacCl, reestableciendo asi la resistencia
{Sodoyer et al, 1996). La secuencia def antiterminador nutL/N fue introducida en el extremo
5" del gen de resistencia en el fagemido con el propésito de ubicarla entre el gen de resistencia
¥ $u promotor después de la recombinacion y asegurar asi la expresion del gen de resistencia
en altos niveles. Informaciones del grupo de Pasteur-Merieux, asi como algunos experimentos
preliminares en nuestro laboratorio con el plasmido pM845 que contiene al gen aacCl.
indicaron la presencia de recombinaciones inespecificas con el empleo de dicho plasmido. fue

por esta razdn que decidimos utilizar otro plasmido de la familia de vectores de Pasteur-

Merieux.

En la Figura 5 sc muestra un esquema general del sistema Pasteur-Merieux. La
recombinacion se lleva a cabo en la cepa DI1210HPF’, de modo que es necesario transformar
primero con el pldsmido pM849 y luego infectar la cepa transformada, con fagos producidos a
partir del fagemido pMB846. La obtencién de fagos se hace mediante la infeecitn con un fago

“helper” de la cepa transformada con el fagemido.

La cepa DI210HPF " hace posible |a recombinacian irrversible entre los dos vectores.
D1210HP se obtuvo a panir de 1a cepa D1210 lisogenizada con el fago Axis™ (Asal-Xhol) kil
ci857 (Sadler et al, 1980). La secuencia integrada provee de la funcién de la integrasa
Recombinasa mediante sy induccién por choque térmico (Hasan and Szybalski, 1987) ademas
de que asegura la irreversibitidad de la recombinacion debido a la presencia del gen xis
mutado. Posteriormente la cepa D1210HP fue transformada con el episoma F’ derivado de
XL1Blue (Stratagenc) (Hasan and Szybalski, 1987). La presencia del episoma F’, mantenido

por su resistencia a tetraciclina, permite fa infeecién por fagos fitamentosos (Geoffroy et al.



1994). El genotipo de la nueva cepa (D1210HPF") es HB IO, recA, facl®, facY”, A . citsB37
xis, kil {F", proAB’, lacFZAMI35, Tnl0 (telk)] (Sodoyer et al., 1996).

La expresion del Fab de manera soluble se llevé a cabo en la cepa no supresora
TOPP2, la cual mostrd ser apta para la expresion soluble de fragmentos Fab a través del
sistema de Pasteur-Merieux (Sodoyer et al, 1994). La cepa TOPP2 (Rif" [F', proAB™.
lacFZAM15, Tnl 0 (1et™)] fue transformada con el fagemido recombinante. La cadena ligera y
el dominio Fd se expresan simultineamente en E. coli y son guiados hacia el periplasma

bactetiano en donde se pliegan y se ensamblan para dar lugar a un fragmento Fab.
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Antecedentes.

En el Laboratorio del Dr. Lourival Possani se obtuvo ¢l anticuerpo monoclanal BCF2
luego de la inyeccidn en ratones de 1a fraccion 11.9.2 (Zamudio et al, 1992). Se mostré que
BCF2 y sus fragmentos Fab son capaces de neutralizar el efecto toxico de la toxina Cn2 y del
veneno completo del alacrin C. noxius Hoffmann (Licea et al, 1996}, Por otro lado se observd
también que BCF2 presenta reacciones cruzadas con el veneno de otras especies del mismo
género tales como C. limpidus limpidus, C. limpidus tecomanus y C. limpidus acatlanensis y
en menor grado con C. suffusus suffusus v C. infamatus infametus (Zamudio et al, 1992). De
esta manera BCF2 representa un candidato prometedor de ser utilizade como antidoto

especifico contra C. noxius y posiblemente contra otros alacranes también.

Qtros antecedentes importantes a este trabajo son la determinacion de ta secuencia del
¢DNA de BCF2 y el modelo tridimensional del complejo Cn2-BCF2 (Selisko et al, 1999)
Hevado a cabo en el Laboratoric del Dr. Eduarde Horjales Reboredo. El modelo se elabord
tomando como base la estructura de Cn2 determinada por resonancia magnética nuclear
(NMR) (Pintar et al, 1999} asi como los datos experimentales que llevaron a la identificacion
mediante ensayos de unidn y desplazamiento con péptidos sintéticos del epitope en Cn2 que
es reconocido por BCF2 (Calderon-Aranda et al, 1999; York et af, 1993). En este estudio se
proponen residuos en el paratope de BCF2 que hacen contacto con el epitope de Cn2 y
viceversa. A partir de estos resultados surgié la propuesta de generar un banco combinatorio
de variantes de BCF2 que pudieran presentar una mas amplia especificidad usando el sistema

de desplicgue en fagos Pasteur-Merieux.

En este trabajo se presenta la clonacion de la cadena ligera y pesada del fragmento Fab
quimérico murino-humano de BCF2 en los vectores del sistema Pasteur-Merieux, [a
recombinacion de los vectores resultando en la formacién de un vector recombinante v
expresion de manera soluble del Fab a partir del vector recombinante en la cepa no-supresora

TOPP2 recomendada para la expresion de fragmentos de anticuerpos.

22



El presente estudio representa un precedentec importante ey la utilizacicn ded sisema
Fasteur-Merieux para la generacion de bancos combinatorios de varianies de BCF2 y abre e
camina para la produccién de cantidades suficientes dej Fab pure: con ef propésite de producir
cristales y determinar la estructura tridimensional def Fab Fibre ¥ onido a I toxina Cn2.

Objetives.

Objetivo General.

Clonar y Expresar de manera soluble el Fab quimérico humano-murino det amicuerpo
monoclonal BCF2 a través del sistema de Pasteur-Mericux.

Objetivos Particulares.

* Clonacién en los vectores del sistema de Pasteur-Merieux de los dominios constantes
humanos Ck y CHI1 cbtenidos a partir de la secuencia del fragmento Fab de un anticuerpo

humano contra fa toxina del tétanos clonada en el vector pComb3TT.

e Clonacién en los vectores del sistema de Pasteur-Merieux de tas regiones VH y Vk a partir

de la secuencia del anticuerpo monaclonatl BCF2 clonada en el vector Agtil.

» Expresar el fragmento Fab quimérico como proteina soluble.,

» Examinar si el Fab expresado en E.coli es capaz de reconocer a la toxina Cn2 mediante
ensayos de ELISA.
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El presente estudio representa un precedente importante en ta utilizaciGr del sistema:
Pasteur-Merieux para la generacién de bancos combinatorios. de- variantes de BCFZ y abre el
camine para la produccién de cantidades suficientes def Fabr puro con el propésito de producir
cristales y determinar la estructura tridimensional del Fab fibre ¥ uttido-a Iy toxima Cn2.

Objetivos.

Objetivo General.

Clonar y Expresar de manera soluble ¢f Fab quimérico bumano-murine del anticuerpo

monoclonal BCF2 a través del sistema de Pasteur-Meriewe,

Objetivos Particulares,

e Clonacién en los vectores del sistema de Pasteur-Merieux de los dominios constantes
humanos Ck y CHI obtenidos a partir de [2 secuencia del fragmento Fab de un anticuerpo

humane contra la toxina del tétanos clonada en el vector pComb3TT.

» Clonacitn en los vectores del sistema de Pasteur-Merieux de las regiones VH y Vk a partir

de la secuencia del anticuerpo monocional BCF2 clonada en el vector Agtll.
» Expresar ¢l fragmento Fab quimérico como proteina solubte.

+ Examinar si el Fab expresado en E.coli es capaz de reconocer a la toxina Cn? mediante
ensayos de ELISA.
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Material y Método.

Los reactivos y enzimas empleados para Biologia Molecular (ligasas, cinasas,
defosfatasas y enzimas de restriccion) fueron provistos por las compailias Boehringer-

Mannheim, New England Biolabs y Research Organics.

La preparacion de plasmidos se hizo por el método de lisis alcalina (Sambrook, J. et al
1989) y mediante la utilizacién de los métodos comerciales Wizard Plus Minipreps de

Promega y High Pure Plasmid Isolation Kit de Boehringer-Mannheim.

El aislamiento de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa se hizo mediante el

método comercial Agarose Gel DNA Extraction Kit de la compaiiia Boehringer-Mannheim

Para la transformacion de células competentes por electroporacidn se utilizaron celdas
con capacidad para 0.1 ml (Biorad) y un electroporador BioRad Gene Pulser Mod. 1692075
100 V y Pulse Controller Mod. 1652098.

En los experimentos de PCR se empled la enzima Vent® Polimerasa de la compaitia
New England Biolabs. Los oligonucledtidos usados en las reacciones de PCR se sintetizaron
en la Unidad de Sintesis del Instituto de Biotecnologia, UNAM por el método del Fosfito-

Triéster en Fase Sélida.

La determinacién de las secuencias nucleotidicas se llevaron a cabo por el método de
Secuenciacion Fluorescente de DNA  Automatizada {Taq FS Dye Terminator Cycle
Sequencing Fuorescence-Based Sequencing) en un Perkin Elmer/Applied Biosystems Modelo

377-18El, a través del servicio provisto por el Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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Meétodo.

1. Clonacién de las regiones constantes humanas v de las variables murinas del
Fab quimérico del anticuerpo monoclonal BCF2.

1.1.0btencién por PCR de las regiones constantes humanas y variables murinas.

Las regiones constantes se obtuvieron por PCR, utilizando como templado la

secuencia nucleotidica del Fab del anticuerpo humano contra la toxina del tétanos clonada en

el vector pComb3TT (obsequiado por ¢l grupo de Carlos Barbas [1I del The Scripps Research

Institute). En el caso de Jas regiones murinas, se utilizd como templado e cDNA del

anticuerpo murino BCF2 clonado en el vector Agtll (Selisko et al, 1999). Para obtener las

regiones murinas, fue necesario producir fagos Agtll (Ver 1.2.) que pudieran utilizarse

directamente como templado en la reaccién de PCR.

Las concentracién de los reactivos en cada PCR fue:

Reactivo

Concentracion Final

10X Buffer
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
Primers
DNA molde
Vent Polimerasa
(Biglabs)

X
200 pM
200 uM
200 pM
200 uM
0.1-1 uM
0.1-1 uM
2.5 unidades/100 w!



l.as condiciones de reaccion de PCR fueron:

Temperatura Tiempo # ciclos

Desnaturalizacion Inicial 94 °C 5 min |

Desnaturalizacién 95 °C 30 seg
30

Hibridzacion { ) 45 seg
Polimerizacion 72°C 1 min

Polimerizacién Final 72°C 10 min |

Fin 4°C )

La temperatura de hibridacion usada en cada reaccion de PCR fue distinta,
dependiendo del producto que se deseaba amplificar y de los oligonucledtidos usados en cada

caso. A continuacion se citan tales temperaturas.

Producto de PCR Oligonucledtides | Temp. Hibridacion
]
Variable Pesada (VH) VHS, vH3 55.4
Variable Ligera (Vk) VK5, vK3 565
Constante Pesada (CH1) CH3, cH3 59.4
Constante Ligera (Ck) CK35,¢cK3 56.7

A continuacién se muestran las secuencias de tos oligonucledtidos usados en cada

PCR. Los sitios de restriccidn se indican en subrayado.

vH3
Xhol
5" GAT-CCT-CGA-GGT-TCA-GCT-GCA-ACA-GTC-TGG~TCC-TG 3

vH3
Sall
5" CGA-GGT-CGA-CGC~TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-TGA-GGT 3
c¢H3
BamHI Sall

5°CCC-AGG-ATC-CGC-GTC-GAC-CAA-GGG-CCC-ATC-GGT-CTT-C  3°
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cH3

Spel
5’ CAC-CAC-TAG-TTT-TGT-CAC-AAG-ATT-TG 37

vKs

Sacl
5 AAG-TGA-GCT-CGA-CAT-TGT-GTT-GAC-CCA-ATC-TCC 3~

vK3

Rsrll
5° CGC-CCG-GTC-CGT-TTC-AGC-TCC-AGG-TTG-GT 3°

cK5
Rsril
5'GTA—TCG-GTC—CGT—GAT—CAG-GAC—AGC—AAR-GAC~AGC-ACC 3

cK3

Xbal
5° GCG-CTC-TAG-ABRA-CAC-TCT-CCC~CTG-TTG~AARG-C 3°

1.2. Produccidn de Fagos Agtl 1.

Las secuencia del cDNA del anticuerpo BCF2 estaba clonada en el vector Agtll
(Selisko et al, 1999). Se prepararon fagos Agtl 1 a partir de una alicuota proporcionada por el
Dr. Alexei Licea del Lab. del Dr. Lourival Possani utilizando la cepa Y1090. Se inocularon
100 p! de un precultivo en LB/Cb (carbenicilina) y se adicionaron 100 ul de una solucién de
maltosa (20%). Se dejé crecer a 37°C en agitacion hasta una Q.D.go0nm de 0.5. Se mezclaron
100 pl de! cultivo, 100 put de una solucién CaMg v 100 pl de la dilucién de fagos (diluciones
1:100, 1:1000, 1:10,000, 1: 100,000, 1:1000.000). Se dejé infectando durante 20 minutos a
37° C en agitacidn. Se combinaron 3 mi de “Top Agar”/ Cb {carbenicilina) (0.1 mg/mI) con
la mezcla de células y fagos y se vacié en medio sélido LB/Chb. Se incubd a 37°C durante la
noche. bina vez que aparecieron las placas de lisis, se agregaron 3 ml de agua desionizada
estéril a cada caja. Se agité durante 2 horas a temperatura ambiente v la solucion con los fagos

se guardd a 4°C. Los fagos se usaron directamente en la reaccion de PCR para obtener las
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regiones variables del BCF2. Se tomaron 12 pl de la solucién de fagos por cada reaccion de
PCR.

1.3, Clonacién de regiones constantes y variables del Fab quimérico.

Los productos amplificados de las regiones constantes y variables se analizaron en
geles de poliacrilamida al 7.5% (Sambrook et al, 1989) de modo que pudicra detectarse la
presencia de productos inespecificos. En los casos en los que se obtuvieron inespecificidades.
se purificaron los productos medianie el corte de las bandas de interés a partir del gel de
poliacrilamida (Ausebel et al, 1992). Los productos de PCR se trataron con fenol-cloroformo

¥ se precipitaron con n-butanol (Sambrook et al, 1989).

Los vectores se digirieron con enzimas de restriceion de acuerdo con Sambrook et al,
1989 y se purificaron a partir de geles de agarosa (dgarese Gel DNA Extraction Kit.
Béehringher-Mannheim). Las regiones constantes se digirieron con las enzimas de restriccion
necesarias para su clonacion y se ligaron a los vectores del sistema de Pasteur-Merieux segun
protocolos de Sambrock et al, 1989. En el caso de las regiones variables murinas, no fue
posible obtener una clonacién exitosa cuando se intents la insercion directa de los productos
de PCR cortados y purificados por lo que fue necesario clonar 10s productos de PCR en sitios
romos del vector {ransitorio pUCI8. Los productos de PCR tratados con fenol-cloroformo y
precipitados con butanol se clonaron directamente en el sitio Smal de pUCIS de acuerdo a
protocoles de Sambrook et al, 1989. A partir de la clonacion en pUC!S, se extrajeron las
regiones variables con las enzimas de restriccion apropiadas para ser después ligadas a los

vectores de Pasteur-Merieux segin protocolos de Sambrook et al, 1989.
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2. Expresion soluble del Fab quimérico.

2.1. Transformacién por choque térmico.

Se¢ inocularon 100 pl de un precultivo en 30 ml de Lb/Tc (tetraciclina). Se dejé crecer
a 37°C con agitacion hasta una O.D.c00 ne de 0.3. Se colectaron las células por centrifugacion
a 10,000 rpm/4°C por 5 min y se resuspendieron en 10 ml de NaCl 10 mM frio. Se incubd en
hielo durante 1 hora con agitacion. Se centrifugd por 10 min a 5000 rpm/4°C. Las células se
resuspendieron en | ml de 0.1M CaCl, . Se mezclaron 100 pl de las células competentes con
el DNA vy se dejé reposar en hielo durante 30 minutos. Se aplicd un chogue érmico a 37°C
durante 5 minutos y se regresé a hielo por 5 minutos. Se adicionaron 300 yl de LB y se incubé
durante 1 hr a 37°C con agitacion. Se sembraron 50-250 pl en medio solido LB y se incubd

toda la noche a 37°C.

2.2. Produccion de fagos a partir del fagemido pM846/VH-CH.

Se prepararon fagos de acuerdo con el protocolo descrito en Ausubel et al, 1992. Se
infectaron las células XLiBlue transformadas con el fagemido pM846/VH-CH con el fago
helper R408 (Stratagene) a una MOI (Multiplicity of Infectior) 10-100.

Los fagos se precipitaron con PEG/NaCl, para lo cual se adiciond al sobrenadante con
los fagos, 1/5 del volumen de una solucién 2.5 M NaCl/ 20% PEG 8000. Se dejo reposar
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se colectaron los fagos por centrifugacién a
10,000 g durante 5 minutos y se resuspendieron en ¥ o 1/5 del volumen inicial en buffer STE

(10mM Tris-HCE | mM EDTA + 100mM NaCl).



2.3 Titulacion de fagos filamentosos.

Se prepar6 un cultivo de la cepa XL1Blue en Lb/Tc y se dejé crecer durante 1a noche.
E! cultivo se diluyd para llegar a una O.D. de 0.1 y se dejé crecer hasta una O.D. de 0.7-0.8,
Se mezclaron 200 pl de las células con 1 ul de cada dilucién de los fagos (1:100; 1:1000:
1:10,000; 1:100,000; 1:1000,000). Los fagos se diluyeron en buffer TE (10mM Tris-HCI; |
mM EDTA). Se incubé durante 15 min a 37°C . Se adicionaron 3 m| de ~Top Agar” y la
mezcla se vacid en medio solido LB. Se incubé a 37°C hasta que se observaron tas placas de
retardamiento del crecimiento.

El titulo de los fagos se determind mediante la formula:

. Unidades formadoras de placas (pfu)/ml =

[ (No. Placas X Factor de Dilucién) / Volumen sembrado] {1000)

2.4, Protocolo de infeccién y recombinacion.

Se preparé un cultivo de la cepa DI2IOHPF transformada con el plismido
pM849/Vk-Ck en LB/Km-Tc. Se dejé crecer durante la noche a 37°C con agitacion. Se diluyo
en 2XYT (Sambrook et al, 1989)/2% glucosa para llegar a una O.D.gpg o de 0.01 v se dejo
crecer a 30°C con agitacion hasta una O.D.gponm de 0.5-0.7. Se infectaron las células con fagos
pMB46/VH-CH a una MOI (Multiplicity of Infection} de 10. Se incubd durante | hra 30°C y
se aplicod un chogue térmico de 42°C durante 30 minutos para inducir la recombinacién. Se
dejé recuperando a 30°C durante 10 minutos sin agitacién. El cultivo se diluyo 10 veces y se
adicionaron los antibidticos Km y Cb. E! cultivo se dividi6 en dos partes iguales, una para
seguir el crecimiento en medio 2XYT(Sambrook et al, 1989)/2%glucosa v otra en medio
mimine M9 (Sambrook et al, 198%) . Esta dltima fase del proceso se hizo can el propésito de
observar en qué condicion se favorecia la formacién del fagemido recombinante. Se tomaron
alicuotas en las distintas etapas del proceso para aislar vectores asi comeo para sembrar en

medio sdlido con los antibiéticos: Km.Cb y Km/Ch.
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2.5. Rescate de Fagos.

Se prepard un cuitivo de la cepa DI2I0HPF" wansformada con el fagemido
recombinante en Lb/Km/Cb, durante una noche. Se diluyé 25 veces en 2XYT (Sambrook et
al, 1989) y se dejé crecer a 37°C con agitacion hasta llegar a una O.D. de 0.5. Se infectd con
fagos “helper” R408 (Stratagene) a una MOI de 20 y se dejd infectando a 37°C durante 1
hora. Se incub6 a 30°C con agitacin durante 8 horas. Se centrifugd a 4000g por 15 minutos y
se recuperé ¢l sobrenadante. Se calentd a 65°C durante 15 minutos y los fagos se precipitaron
con PEG/NaCl, adicionando 1/5 del volumen de una solucidn 20% PEG/2.5M NaCl. Se dejo
incubando 30 minutos a 4°C y los fagos se colectaron por centrifugacion a 10,000 por 8
minutos. Los fagos sc resuspendieron en buffer STE (10mM Tris-HCI; | mM EDTA +
100mM NaCl).

2.6. Reamplificacion de fagos.

Se diluyd 10 veces un cultivo de céjulas XL1Blue que crecié durante una noche. Se
dejo crecer hasta una 0.D. de 1.0. Se infecté con los fagos recombinantes a una MOl de 10 y
se dejo incubando durante 15 minutos a 37°C. Se adiciond Cb y Km, a 20 pg/ml y 10 pg/ml,
respectivamente. Se incubd durante | hora a 37°C con agitacion. Se adiciond Cb hasta
completar una concentracion de 50 pp/ml, y Km para completar fos 25 pg/ml. El cultivo se
dejd en agitacion por una hora a 37°C. Se diluy6 4 veces y se dejé crecer a 37°C con agitacion

durante 8 horas. Se sembro en medio sélido con Ki/Ch y se prepararon vectores.

2.7. Protocolo 1 de Induccion de la Expresion Soluble, (McCafferty y Johnson,
1996.)

Se prepard un cultivo en medio 2XYT (Sambrook et al, 1989)/2%glucosa de la cepa
TOPP2 con el fagemido recombinante y se dejo crecer a 30°C hasta una Q.D. de 0.7-1.0. Se
colectaron las células por centrifugacidn a 1,500 rpm durante 15 minutos. La pastilla cefular
se resuspendié en 2XYT (Sambrook et al, 1989) con 1 mM IPTG. Se dejé crecer durante 6 y

12 horas. Se analizaron el medio de cultivo, las fracciones periplasmicas y el lisado celular.
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2.8. Protocolo 11 de Induccion de la Expresion Soluble,

Se prepard un cultivo en 2XYT(Sambrook et al, 1989) / 2%glucosa de la cepa TOPP2
con ¢f fagemido recombinante y se incubd a 30°C con agitacion durante la noche. Se diluyé el
cultive 100 veces en 2XYT(Sambrook et al. 1989) / 0.1%glucosa y se dejé crecer a 30°C hasta
una O.D. de 0.6. Se agregd tmM de IPTG y se incubd a 30°C. Se tomaron alicuotas de 30 ml
de! cultivo a distintos tiempos después de la induccion (8,12,18 y 23 horas). Se analizaron el

medio de cultivo, las fracciones periplasmicas y el lisado celular.
2.9. Preparacion del lisado celular,

- Por congelamiento y descongelamiento:
La pastilia celular se resuspendié en | m{ de buffer PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
4.3 mM Na;HPOy, 1.4 mM KH;PO4) y se sumergié en un bafio de hieto seco/etanol durante §

minutos. La pastilla se descongeld en un baiio de agua a 37°C. El proceso se repitio 4 veces.

- Por Sonicacidn (Geoffroy, F. et al 1994):

La pastilla celular se obtuvo por centrifugacion a 3000g durante 15 minutos y se
resuspendicé en 1.5 ml de PBS/PMSF (0.034 mg/ml). Se aplicaron 3-4 pulsos de ultrasonido.
con una duracion de 30 seg cada uno. Se centrifugd a 14000 g durante 10 minulos y se

recuperd el sobrenadante.

2.10. Preparacion de fracciones peripldsmicas

Se tomaron alicuotas de 50 mi del cultivo a distintos tiempos después de la induccion
(8,12,18 y 23 horas). Las muestras del cultivo se sometieron a centrifugacién a 3000g durante
15 minutos a temperatura ambiente. Se guardo el sobrenadante a -20° C para su analisis por
Western Blot. La pastilla celular se resuspendié en | mi de buffer peripldsmico frio (PBS/ 1M
NaCi/ | mM EDTA) y se dejo reposar en hielo durante 15 minutos. La muestra se centrifugd
a 3000 g durante [0 minutos a temperatura ambienie y el sobrenadante se guards a -20° C

para su andlisis por Western Blot,
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2.11. Transferencia tipo Western.

Se ilevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones de Sambrook et al, 1989, Para la
transferencia se utilizé una cdmara semiseca marca OWL. La transferencia se llevod a cabo a

400 mA v 10-14 V durante { hora.

La membrana de nitrocelulosa se incub6 para su bloqueo en una solucién de 5% leche
descremada/TBST (10 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; 0.05% Tween 20). La membrana se
incubé con ef anticuerpo comercial anti-cadenas kappa de IgGl de humano acoplado a

peroxidasa (Zymed) en una solucién de 0.1% leche descremada/TBST. Se reveld con el

sustrato cromogénico TMB (Zymed).

2.12. ELISA.

Se inmovilizaron en una placa de ELISA 50 pl de una solucién de la toxina Cn2 en
buffer de bicarbonato de sodio pH 9.2 (6 pg/mi). La placa se incubé para su bloqueo en una
solucién de 1% BSA/PBS. El Fab quimérico y e anticuerpo BCF2 se detectaron con un
anticuerpo comercial anti-cadenas kappa de IgGi de humano y de ratén, respectivamente,
acoplados a peroxidasa (Zymed) y reconstituidos de acuerdo con las indicaciones del
proveedor. Ambos anticuerpos se aplicaron a la placa en una dilucion 1:250 en
PBS/0.05%Tween20. La placa se reveld con el agente ABTS en un buffer de citratos (50mM
#cido citrico; 50 mM citrato de sodio) y peréxido de hidrogeno. Se midi6 1a absorbancia a 405

nm.
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Resultados.

I. Clonacion de las regiones variables murinas y de las constantes humanas

del Fab quimérico del anticuerpo monoclonal BCF2.

A. Obtencidon por PCR de las regiones constantes humanas {CHI1 vy Ck) v de las

regiones variables murinas (VH y Vk),

Las regiones constantes humanas se obtuvieron por PCR a partir de la secuencia
nucleotidica del fragmento Fab de un anticuerpo humano contra la toxina del tétanos clonada en
el vector pComb3TT. Este vector fue proporcionado por C. Barbas del Scripps Research
Institute. Las regiones variables se obtuvieron también por PCR, a partir del cDNA del
anticuerpo murino BCF2 clonado en ¢l vector Agtl]. Estas reacciones se hicieron tomando
como molde el DNA de fagos Agtl] que se prepararon a partir de una aticuota proporcionada

por ¢l Dr. Alexei Licea del Lab. del Dr. Lourival Possani.

Las reacciones para obtener las regiones constantes humanas se realizaron con los
oligonucledtides cH3 y cHS para la region CHY; y ¢k3 y ckS para la region Ck (Material y
Métodos). En el caso de las regiones variables murinas se usaron los iniciadores vH5 y vH3
para la regién VH y los vk5 y vk3 para la Vk (Material y Métodos). Los oligonucledtidos
presentan sitios de restriccién en sus extremos 5° que facilitan la clonacién de los productos

amplificados (Material y Métodos}.

Los productos amplificados se analizaron en geles de poliacrilamida al 7.3%. de modo
que pudiera detectarse la presencia de productos inespecificos. En aquellos casos en los cuales se
observaron inespecificidades, se purificaron los productos mediante el corte de las bandas de
interés a partir del gel de poliacrilamida (Ausube! et al, 1992). Los productos de PCR sc trataron
con fenol-cloroformo y se precipitaron con n-butanol. En la Fig. 6 se muestra un gel de

poliacrilamida 7.3% con los productos VH. Vk, CHI1 y Ck.
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Fig. 6. Geles de poliacrilamida 7.5% en los que se muestran los productos de PCR
correspondientes a las regiones variables murinas VH y Vk, y a las regiones constantes
humanas CH1 y Ck.

B. Clonacién de las regiones constantes humanas (CH1 v Ck) y variables

murinas (VH_y VKk) en los vectores del sistema de despliegue en fapos Pasteur-

Merieux.

Las regiones constantes y variables del Fab quimérico se clonaron en los vectores del
sistema de despliegue en fagos de Pasteur-Merieux (Fig. 5). La cadena ligera se clond en el
plasmido pM849 y la cadena pesada en el fagemido pM846. En la Fig. 7 se muestra el esquema

general de clonacion.
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Fig. 7. Esquema General de Clonacién del fragmento Fab quimérico en los vectores del Sistema

de Pasteur Merieux.



El vector pMB849 y el producto de PCR Ck se cortaron con las enzimas Rscll y Xbal, E
fagemido pM846 y el producto CH1 se cortaron con BamHI y Spel. Los vectores se purificaron
mediante geles de agarosa (Material y Métodos) y los productos de PCR por geles de
poliacrilamida (Ausubel et al, 1992). Se ligaron los fragmentos y se transformaron células de £,

coli XL1Blue por electroporacion.

Se analizaron algunas colonias candidatas por PCR y por su patrén de restriccion. Se
vio que 6 de 15 clonas analizadas contienen la region CHI en pM846 y 3 de 17 1a region Ck
en pMB849. La identidad de las clonas se corrobord por la determinacién de su secuencia

nucleotidica (Material y Métodos).

En el caso de la clonacion de las regiones variables murinas no se obtuvieron clonas
después de intentar la inserci6n directa de los productos de PCR digeridos, por lo cual se siguié
una estrategia altema que consistié en la clonacion de los productos de PCR en sitios romos de
un vector transitorio. El vector pUCI8 se digirié con Smal, se desfosforilé en sus extremos 5°y
3" y se purificé de-un gel de agarosa. Los productos de PCR se analizaron en un gel de
poliacrilamida 7.5%, se trataron con fenolcloroformo y se precipitaron con n-butanol.
Posteriormente se fosforilaron los extremos 5" y 3°, se trataron con fenol-cloroformo, se

precipitaron con acetato de sodio y se ligaron a pUCIS,

La regién VH en pUCI8 y la construccion pM846/CH se cortaron con Xhol y Sall. Se
desfosforilaron los extremos del vector digerido para evitar la religacion de los extremos
compatibles Xhol y Sall, se traté con fenol-cloroformo, se precipitd con acetato de sodio y se
purifict a partir de un gel de agarosa. El fragmento VH digerido con Xho! y Sall se purificé a
partir de un gel de poliacrilamida 7.5%. El vector digerido y defosforilado se ligd con el
fragmento VH digerido.

Las construcciones Vk en pUC18 y pMB49/Ck se digirieron con Rsrll y Sacl. El vector

digerido se purificé a partir de un gel de agarosa. El fragmento Vk se purificé a partir de un gel

de poliacrilamida 7.5%. Se ligaron los fragmentos purificados.
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Se efectuaron reacciones de PCR de algunas colonias candidatas y se encontré que 4 de
10 analizadas de la construccion VK en pMB846/Ck presentaron el inserto de interés: v quc 16 de
27 analizadas presentaron el inserto VH en pM846/CH. La identidad de las clonas se corrobord

por la determinacion de su secuencia nucleotidica.

IL. Expresion de manera soluble del Fab quimérico.

A. Transformacién de la cepa D1210HPF con el plasmido pM849/Vk-CK.

Di210HPF’ es una cepa de £. coli capaz de expresar de manera inducible a la enzima
integrasa recombinasa que lleva a cabo la recombinacién entre los sitios arr presentes en los
vectores pM846 y pM849. También presenta un episoma F’, el cual contiene la informacion
necesaria que le permite a la cepa ser infectada por fagos filamentosos. Con estas caracteristicas,
la cepa transformada con ¢l plésmido pM849/Vk-Ck es capaz de ser infectada por fagos
originados a partir del fagemido pM846/VH-CH, asi como permitir que los vectores pM846 v
pM849 se recombinen entre si para dar lugar a un fagemido recombinante que presentc las dos

cadenas del Fab quimérico en un mismo vector de expresion.

Se transformaron bacterias DI1210HPF" mediante choque térmico con el plismido
pM849/Vk-Ck (Material y Métodos).

B. _Produccién y Titulacién de los fagos a partir del fagemido pM846/VH-CH

Se infectaron c€lulas de £ coli XL1Blue transformadas con el fagemido pM846/VH-CH
con fagos “helper” R408 (Stratagene) a una MOI de 100. Se obtuvieron fagos pM846/VH-CH
con un titulo de 6.3 X 10" pfu/m] (Material y Métodos).



C. Infeccidn de la cepa DI2Z10HPF  (pM849/Vk-Ck) con fapos pM846/VH-

CH. Recombinacidn de los dos vectores.

Se infectd la cepa DI210HPF’ (pM849/Vk-Ck) a una MO! de 10 durante | hra 30° C
¥ s¢ indujo la recombinacion a 42° C por 30 minutos. Después del choque térmico, el cultivo
se diluyd 10 veces y se dividi6 en dos partes iguales, una para seguir su crecimiento en medio
2XYTN% glucosa y otra en medio minimo M9 (Material y Métodos). Se siguid el
crecimiento en dos medios diferentes para distinguir cual condicion favorecia la formacion del

fagemido recombinante.

3¢ tomaron alicuotas del cultivo en los distintos pasos del proceso para purificar
plasmidos/fagemidos, asf como para sembrar en medio sélido con los siguientes antibidticos:
Km, Cb y Km/Cb. Esto dltimo se hizo con el propésito de poder calcular los porcentajes de
infeccion y supervivencia al choque térmico, para examinar ¢f momento en el que se adquiere la
resistencia a carbenicilina (incorporacion del fagemido) y si esta se mantiene a lo largo del
proceso, para observar si el crecimiento del cultivo se ve alterado durante el proceso. asi como
para preparar plismido/fagemido a partir de colonias individuales crecidas después de cada
etapa y examinar el tipo de vector presentado. Como control negativo se siguit en paralelo el

crecimiento de un cultivo no infectado.

En ta Tabla | se presenta el nimero aproximado de colonias de los sembrados que
crecieron en cada etapa del proceso y en presencia de los antibidticos que se indican. Se

sembraron 100 u! de un difucién 1:10,000 de un alicuota del cultivo,



@ I Célulxs con plismido Km-R

e K | Ch Kb

~1600) 0 0

—_NO INFECTADA NF y
5 I (2). Ipfeccién NFECTADAS con

Fagemido Cb-R

@ @

..3600‘ 0 l o ~900 |~250[ ~180

(3). induccidn para Recombinatién
{Dilucién 1:10 y adicién de antibidticos)

©, GD

~32000 910 ~470 | ~1100 ~170

(4). 17 hrs

@ Después de Recomb.

2XYT M9 IXYT M9

~9600( @ [ O ~4000f 0 (O ~2500|~150( ~1500 ~1000] ~500 ~500

[ ¢5). 20 bre |
| (5). 20 brs |
® G
® G o) @
NRINR‘ 0 NRINR' 0 NR‘NR!-!—H—I- NRINRl +
. 24 brs |
| 6).24 brs
®
XYT M9 2XYT M9

o D

Tabla 1. Ndmero aproximado de colonias que crecieron después de cada etapa del proceso de
infeccion y recombinacion en presencia de los antibidticos que se indican. En todos los cases se
muestra el nimero de colonias que crecieron después de sembrar 100 pl de una dilucidn
1:10,000 de una alicuota del cultivo. Km: kanamicina; Cb: carbenicitina.

NR: No se Realizaron. ++ : incontables ++++ : mayor numero que en ++
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En la Tabla 1 podemos observar que la infeccion retarda el crecimiento del culdtivo, va
que ¢l nimero de colonias obtenido en la caja con Km para ta muestras del cultivo infectado es
varias veces menor que el de aquellas del cultivo control sin infectar en todos los tiempos. Por
otra parte, se midié ta D.O.00 am de los cultivos en distinias etapas del proceso y sc vio que el
cultivo infectado crecido en medio 2XYT/2% glucosa se duplica cada 6 horas mientras que el no

infectado y crecido en las mismas condiciones se duplica cada 2 horas.

Ei porcentaje de infeccion fue del 23%. Este dato se obtuvo tomando en cuenta el
nilmero de colenias que crecieron en presencia de Km y aquellas que crecieron en presencia de
Cb y Cb/Km, que provenian de Jas muestras de la etapa 2f. El porcentaje de supervivencia al
choque térmico fue det 60%, el cual se obtuvo relacionando el niimero de colonias que crecieron

en la etapa 2f con las que crecieron en la etapa 31

Se purificd plasmido/fagemido a partir de alicuotas tomadas del cultivo en las etapas que
se indican en la Tabla 1. En la Fig. 8 se muestra el DNA de estas preparaciones digerido con

HindllL, un sitio (nico en el plasmido pM849 y ausente en el fagemido.

En la Fig. 8 podemos observar el plasmido linearizado (3.7 kb) y una banda de 6.5 kben
aquellas muestras infectadas. También en muestras infectadas pero de las ctapas 41, 5 y 6f se
observa una tercera banda de aproximadamente 7.9 kb que pudiera ser el producto de

recombinacion, ya que su tamafie corresponde a la suma de ambas construcciones.
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Fig. 8. Pldsmidos/Fagemidos preparados a partir de alicuotas tomadas en las distintas etapas del
proceso de recombinacién. Todas fueron digeridas en un sitio Gnico del plasmido (Hindlll) v
ausente en el fagemido. En los carriles con letra (f) se presentan las preparaciones de cultivos
infectados. En los carriles con letra (y) se muestran las preparaciones de cultivos que crecieron
en medio 2XYT después de la recombinacion v con letra {m) las preparaciones de cultivos en
medio minimo M9. Los nimeros representan las etapas del proceso de recombinacion (Ver
Tabla 1.)

Con el fin de corroborar los resultados del cultivo, se prepararon plasmidos a partir de
colonias independientes crecidas en medio s6lido con Cb/Km para cada etapa del proceso. Las

preparaciones se digirieron con Hindlll, y se analizaron en un gel de agarosa 0.8% (Fig. 9).

En todos los carriles se observa la banda de 3.7 kb correspondiente al plismido
linearizado mientras que en la mayoria de los carriles de meustras infectadas se observa una
banda de 6.5 kb. En todos estos casos se presenta también una banda de ~2.8 kb (Fig. 9). La
banda de 7.9 kb del plasmido/fagemido recombinante aparece, junto con la de 3.7 kb del
plismido en las muestras infectadas 4fm2, 4fm3, 4fmd4, 5fmi, 5fmd y 6fm3 (Fig. 9). A
excepcion de las muestras 3f-1 y 3f-2 obtenidas después del choque térmico, la presencia de la
banda de 7.9 kb que corresponde al plasmido/fagemido recombinante, excluye la presencia de la
banda de 6.5 kb. Por otra parte, las clonas 3f-1 y 3f-2 son las iinicas que presentan una banda de

aproximadamente 6 kb. (Fig. 9).
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Fig. 9. Plasmido preparado a partir de colonias sembradas en medio s6lido con Cb/Km después
de cada etapa del proceso y digerido con Hindlll, sitio tnico en el plasmido y ausente en el
fagemido. El carril 15K comesponde al plasmido pM849/VkCk. Con letra (¥) se muestran las
preparaciones de cultivos que crecieron en medio 2XYT después de la recombinacion y con letra
(m), las preparaciones de cultivos en medio minimo M9. Los nimeros antes del guion
representan las etapas del proceso de recombinacion.

Se eligieron las preparaciones que presentaron al fagemido de 7.9 kb y al plasmido
linearizado de 3.7 kb cuando se digirié con Hindlll para su analisis por cortes en Xhol y en
EcoRV/Hindlll. En l1a Fig. 10 se presenta €l mapa en donde se muestran las posiciones de tales

sitios de restriccion.
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Fig. 10. Sitios utilizados para el analisis de restriccitn del fagemido recombinante.

En la Fig. 11 se muestra un gel de agarosa al 0.8% en donde se analizan las
restricciones. El corte en Xhol originaria dos fragmentos del fagemido recombinante, uno de
5866 y otro de 2066, mientras que la doble digestién EcoRV/HindIll daria lugar a los
fragmentos de 5405 y 2527, Todas las colonias seleccionadas presentan el patron esperado y

el plasmido original linearizado.
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Fig. 11. Analisis de las clonas que al cortar con Hindlll, presentaron dos bandas, ia del
plasmido original v la de 7.9 kb del fagemido recombinanie. El corte en Xhol da lugar a dos
fragmentos del fagemido recombinante, uno de 5866 y otro de 2066, mientras que la doble
digestion EcoRV/HindIIl origina los fragmentos de 5405 y 2527,

Hasta ahora hemos observado la presencia del fagemido recombinante mediante su
patrén de restriccién con tres diferentes enzimas. Para poder corroborar la identidad del vector
mediante PCR y la determinacién de su secuencia, resultaba necesario el aislamiento del
fagemido recombinante puro y libre de alguno de los otros vectores, también necesario para la

expresién del Fab de manera soluble en la cepa TOPP2 (Stratagene).



Se tratd de aislar el vector recombinantc mediante el rescate de los fagos
recombinantes (Material y Métodos) a través de la infeccion con un fago “helper” y su
reamplificacién (Material y Métodos) en la cepa XL1blue, Se hizo un cultivo a partir de la
clona 4fm-3 que contenia al fagemido recombinante de 7.9 kb y al plasmido originat de 3.78
kb. Se infectd con el fago “helper” R408 a una MOI de 20:1 (Material v Métodos), se
centrifugd el cultivo. se colectd el sobrenadante y los fagos se precipitaron con PEG/NaCl.
(Material y Métodos). Se determind el titulo de los fagos recombinantes en 1a cepa XL1Blue,
siendo de 4 X 10" pfu/ml. Los fagos recombinantes se usaron para infectar una cepa vacia de
XL1Blue (Material y Métodos) con el propdsito de obtener al fagemido recombinante

amplificado y puro.

Después de la infeccidn se tomaron alicuotas del cultivo que se sembraron en medio
LB sélido con Cb/Km/Tc. Se eligieron 6 colonias individuales para hacer cultivos liquidos y
preparar el fagemido recombinante. En la Fig. 12 se presenta el anlisis de 5 de elas. Las
preparaciones de plasmido se analizaron mediante la restriccién con Smal, un sitio dnico en el
fagemido recombinante. En 5 colonias se obtuvieron dos bandas después de la restriccion con
Smal, una del tamafic del fagemido recombinante (7.9 kb) y otra de 5 kb {colonias #2, #3 y #5
de la Fig. 12). En una de las 6 colonias (colonia #4. Fig. 12) se observé una sola banda de
aproximadamente 6.5 kb después de la digestién con Smal. No se llevé a cabo un mayor
analisis que pudiera identificar y explicar la aparicin de la banda de 5 kb o la de 6.5 kb. Esta
estrategia no llevd a la obtencién del fagemido recombinante puro pero si a observaciones
interesantes que deben considerarse en el caso que se requiera utilizar el sistema de Pasteur-
Merieux para la construccién de bibliotecas y su despliegue en fagos va que la aparicién de Ia
banda de 5 kb y la de 6.5 kb podria ser indicative de un evento de delecidn o de

recombinacion no especifica.
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Fig. 12. Restriccién en un sitio inico del fagemido recombinante (Smal) de vectores
preparados a partir de colontas infectadas con los fagos recombinantes. En algunas colonias la
digestién con Smal di6 lugar a dos bandas, una dei tamaiio del fagemido recombinante (7.9
kb) y otra de 5 kb. En una colonia, la digestién di6 lugar a una sola banda de 6.5 kb (colonia
44y,

El aislamiento del fagemido recombinante consistié en digerir la preparacion de
plasmido/fagemido de la clona 4fm-3 en el sitio dinico Hindlll, purificar la banda de 7.9 kb a

partir de¢ un gel de aparosa, religarlo y transformar bacterias de la cepa TOPP2 (Stratagene).

Con ¢l fagemido recombinante puro se hicieron reacciones de PCR para comprobar que
las cadenas de! Fab estaban presentes en el vector. Como controles positivos se hicieron PCRs
utilizando las construcciones pM846/VH-CH y pMB849/Vk-Ck. Las reacciones de PCR del
fagemido recombinante resultaron en productos del mismo peso que los amplificados con las
construcciones originales tanto para el fragmento VH-CH como para el Vk-Ck (Fig. 13 } lo cual

nos indica que las cadenas del Fab estaban presentes y completas en el fagemido recombinante.
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Fig. 13. Gel de agarosa en el que se muestran los productos de PCR comrespondientes a las
cadenas ligera y pesada del fragmento Fab quimérico. En los carriles 849 y 846 se observan los
productos amplificados a partir del plismido pM849/VKCK y el fagemido pM846/VHCH,
respectivamente. En el carril IL se muestran los productos amplificados a partir del fagemido
recombinante.

Se determiné la secuencia nucleotidica de la regién de cada cadena del Fab, asi como de
las porciones que las flanquean. Se observé que las dos cadenas del Fab estaban completas y en
fase con el resto de! vector, que estaban presentes los sitios anfl. vy arR originados por la

recombinacion, la secuencia pelB y la de lacZpo.

D. Induccién de la expresion del frapmento Fab quimético solubie.

La expresion de las cadenas del Fab en el fagemido recombinante esta controlada por
el promotor lacZpo, inducible por adicion de IPTG. Las cadenas pesada y ligera son
transportadas al periplasma de la bacteria debido a que estdn fusionadas al péptido sefial
PELB.

Se ensayaron dos protocolos distintos de expresion mediante la induccion con IPTG
(Material y Métodos) con el propdsito de examinar con cual se obtenia el mejor rendimiento
de expresion. La diferencia entre los dos radica principalmente en qﬁe en uno de ellos
(protocolo L), las células son sometidas a un cambio drastico en las condiciones de

crecimiento, retirando de inmediato toda ia glucosa y agregando IPTG (Material y Método)
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mientras que en el otro {protocolo 11.), se va acondicionando a las células gradualmente a un

medio carente de glucosa antes de agrepar el agente inductor (IPTG) (Material y Método).

Después de la induccién de fa expresion, se dej6 crecer el cultivo por varias horas y se
tomaron alicuotas (50 m! de cultivo) para su analisis a diferentes tiempos después de agregar
el inductor. Se examinaron las fracciones periplasmicas (McCafferty et al, 1996) (Materia! y
Método} y et medio de cultivo para observar la presencia del Fab quimérico. Todas las
muestras se analizaron por SDS-PAGE (Sambrook et al, 1989) y por transferencias tipo
Western (Material y Método), en las cuales el Fab quimérico se detecté con un anticuerpo

monoclonal que reconoce cadenas tigeras tipo kappa de IgG1 humana.

En la Fig. 14 se muestra un Western blot en ¢l que se analizaron muestras obtenidas
con ¢l protocolo I de expresion (Material y Método) después de 12 horas de haber adicionado
IPTG. Se analizé la misma cantidad de proteina total (2.5 ug) del extracto periplasmico del
cultivo inducido para la expresién, del cultivo no inducido y del cultivo de la cepa sin
transformar. En el carril del periplasma del cultivo inducido se observa una banda por arriba
de los 45 kD, correspondiente al Fab quimérico que tiene un peso de 50 kD. También se
detecta un poco de Fab quimérico en el periplasma del cultivo no inducido. No se observa
nada en las muestras de los medios de cultivo ni en aquellas del cultivo de la cepa sin

transformar.
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Fig. 14. Western blot en la que se analizaron muestras obtenidas a partir del protocolo 1 de
expresion. Se analizaron el medio de cultivo (m) y las fracciones periplasmicas {ppl) de
cultivos inducidos (I} y no inducidos (NI} para la expresion, asi como de las células no
transformadas (ST). En el periplasma del cultivo inducido se detectd una banda de 50 kD
correspondiente al Fab quimérico. En el carril del extremo izquierdo se analizaron 5 ug del
anticuerpo monocional BCF2 en condiciones reductoras (+DTT).

En la Fig. 15 se presenta un Western Blot en ¢l que s¢ analizaron muestras obtenidas
con el protocolo [I. Todas fueron tomadas después de 8 horas de haber agregado el inductor.
Se analizaron las fracciones periplésmicas de los cultivos inducidos, no inducidos y de la cepa
no transformada. Se analizé la misma cantidad de proteina total (4 ug) para el caso de las
muestras inducidas y no inducidas, Del cultivo de la cepa sin transformar se analizaron 2.4 g
de proteina total. En los carriles de las muestras de los cultivos inducidos y no inducidos se
detecta al Fab como una banda por ariba de los 45 kD. En estas muestras no se observa
diferencia en el nivel de expresion después de 8 horas de haber agregado ¢l inductor entre tos

cultivos inducidos y no inducidos.
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Fig. 15. Western Blot en el que se analizan en condiciones reductoras y no reductoras
(+DTT, -DTT) las fracciones periptdsmicas de los cultivos inducidos (I) y no inducidos (NI}
para la expresion, asi como de un cultivo no transformado (ST). Estas muestras fueron

tomadas de cultivos procesados de acuerdo con el protocolo 11 después de 8 horas de haber
agregado IPTG.

La comparacion del! rendimiento entre 1a Fig. 14 y la Fig. 15 (adn considerando la
diferencia en la cantidad de proteina total aplicada) muestra que el protocolo 1l de expresion
parece resultar en un mayor rendimiento de la expresion. Se efectuaron otros experimentos
para delerminar las condiciones y el tiempo optimo de expresién ensayando con este
protocolo. Algunos de los experimentos consistieron en analizar muestras tomadas a tiempos

posteriores a 8 horas después de haber agregado el agente inductor.

En la Fig. 16 se presentan dos transferencias tipo Weslern en las que se analizan las
fracciones peripldsmicas y el medio de cultivo de alicuotas tomadas después de 12 hrs (Fig.
16A) y 18 hrs (Fig. 16B) después de haber adicionado IPTG. Se presentan las muestras de
cultivos inducidos, no inducidos y de la cepa no transformada. Para ¢l caso de las muestras
tomadas después de 12 horas (Fig. 16A), se aplicaron 3 pg de proteina total en los carriles de
las fracciones periplasmicas de los cultivos inducidos y no inducidos. En ¢l caso de las
muestras tomadas después de 18 horas (Fig. 168) se aplicaron 13 pg de proteina total para las

{racciones periplasmicas de los cultivos inducidos y no inducidos,
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Fig. 16. Western Blot de fracciones periplasmicas (ppl) y del medio (sn) de cultivos inducidos
{I). no inducidos (NI) y de la cepa sin transformar (ST). En (A) se presentan muestras
tomadas después de 12 horas de haber agregado el inductor (3 pg de proteina total), En (B) se
presentan las muestras tomadas después de 18 horas de haber adicionado PTG (13 pg de

proteina total). En cada blot también se analizaron 10 ug del monoclonal BCF2 en
condiciones reductoras (+DTT)



En la Fig. 17 se analizan por western blot, muestras periplasmicas preparadas después
de 23 horas de haber adicionado IPTG. También se analizan muesiras de cultivos no
inducidos y de la cepa sin transformar. En la Fig. 18 se presenta el analisis por SDS-PAGE de

las mismas muestras periplasmicas. En todos los casos se aplicaron 13 pg de proteina total.
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Fig. 17. Western Blot de las fracciones periplasmicas (ppl) de cultivos inducidos (I), no
inducidos (NI} y de un cultivo no transformada (8T). Se incluye también una muestra del
medio condicionado (sn) def cultivo inducido para la expresidn,
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Fig. 18. SDS-PAGE de muestras periplasmicas tomadas después de 23 horas de haber
adicionado IPTG. Se analizan muestras de cultivos inducidos (I) y no inducidos (NI), asi
como de un cultivo de la cepa sin transformar (ST}. En todos los casos se analizan 13 pg de
proteina total. Con una flecha se indica la banda carrespondiente al Fab quimérico.

En todas las transferencias se observa para las fracciones periplismicas de las muestras
inducidas y no inducidas (tomadas después de 8,12,18 y 23 horas de haber agregado IPTG)
una banda principal de 50 kD que corresponde al Fab quimérico, asi como productos de
degradacién menores a 45 kD. No se observa ninguna banda en los carriles de los cultivos no
transformados. Por otro lade, al comparar los Western blots en los que se analizan las
muestras tomadas después de I2 horas de haber suplementado IPTG (Figs. 14 y 16A), se
observa que se obtiene un mayor rendimiento en la expresion del Fab quimérico mediante el

protocolo [I que con el protocolo L

A partit de 12 horas después de la induccidn ya es posible detectar al Fab en el medio
de cultivo, como se observa en ¢l carril del medio condicionado de las muestras inducidas

(Fig 16A). Por otro lado, a partir de las 12 horas de haberse agregado el inductor ya es posible



detectar que ¢l nivel de expresién en lfos cultivos con IPTG es varias veces mavor que en los

cultives que no tienen el agente inductor.

Resulta interesante la presencia de una banda de un peso mayor que !a que se observa
para el Fab quimérico en las fracciones peripldsmicas preparadas después de 18 y 23 hrs de
iniciada la induccién (Fig.16B y 17). Esta banda podria indicar la formacion de oligomeros

entre las cadenas del Fab con algiin producto de degradacién o entre estos mismos productos.

En la Fig. 18 se muestra ¢l patrén general de proteinas periplasmicas en un gel de
acrilamida tefiido con azul de Coomassie. En esta figura se muestran las fracciones
peripldsmicas preparadas después de 23 hrs de haber inducido la expresién. En el carril de ias
muestras inducidas se observa una banda muy tenue por arriba de los 45 kDD que corresponde
al Fab quimérico. Esta banda no se observa en los carriles de los cultivos no inducidos ni en

los cultivos no transformados.

Se hizo un Western blot (Fig. 19) en el que se aplicéd la misma cantidad de protei/na
total para las fracciones peripldsmicas y el medio de cultivo de muestras tomadas después de 8
y 18 horas de iniciada ia induccién. Esta transferencia se hizo para examinar si se observaba
degradacion a tiempos menores de 12 horas después de ta induccidn, si ‘a tiempos mayores
después de adicionar IPTG se producia mayor cantidad de proteina recombinante y si la
presencia del oligomero de peso mayor que ¢l Fab quimérico podia detectarse a tiempos

menores después de la induccidn.

En la transferencia de la Fig. 19, se observa que a partir de & horas después de la
induccion, ya puede detectarse al Fab quimérico en el medio de cultivo. Adicionalmente,
después de 8 horas ya se detectan productos de degradacion en el periplasma. asi como la
presencia del producto de mayor peso que €l Fab quimérico. En esta transferencia es evidente
que hay una mayor concentracién de proteina recombinante en periplasma y en el medio de

cultivo a las 18 que a las 8 horas después de agregar [PTG.
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Fig. 19. Western Blot en el que se analizan ¢l medio condicionado (m) y la fraccién
periplismica (p) de muestras tomadas después de 8 y 18 horas de haber agregado IPTG, Se
incluyen también las muestras periplismicas de los cullivos no inducidos (NI) ¥ no
transformados ($T) tomados luego de 18 horas de haber suplementado con IPTG.

Se examind si el nivel de expresion era afectado cuando se disminuyd la concentracién
de IPTG 2 0.1 mM analizando las fracctones periplismicas después de 18 horas de haberse
adicionado ¢l inductor. En la Fig. 20 se presemta el Western blot de los periplasmas
provenientes de los cultivos inducidos con 0.1 mM y I mM. En ambos carriles se aplicaron 6
pg de proteina total. No se observa diferencia en el nivel de expresion cuando se usan 10

veces menos de [PTG para inducir la expresion del Fab quimérico recombinante.
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Fig. 20. Transferencia tipo Western en Ia que se analiza si la concentracion de PTG
(inductor) afecta los niveles de expresién del Fab quimérico. Se analizan muestras del medio

de cultivo condicionado {sn) y de las fracciones peripldsmicas (pp!) cuando se emplean I mM
y 0.1 mM de IPTG.

Se analiz6 ia presencia del Fab en un lisado celular obtenido por sonicacion. Se
examind en un Western blot (Fig. 21) la misma cantidad de proteina (12 pg) de muestras
periptasmicas y de lisados totales después de 8 horas de haber adicionado el agente inductor.
También se incluyeron muestras de cultivos no inducidos. En el carril de los lisados totales
del cultivo inducido, ée observan tres bandas principales, una correspondiente al Fab, otra de
un peso mayor que el del Fab y otra alrededor de los 36 kD. Esta dhtima banda podria
corresponder a oligomeros que se formaron entre las cadenas inmaduras o productos de
degradacién del Fab en el citoplasma celular. También se observa un pequefio barrido de
degradacion por debajo de los 29 kD. En el carril correspondiente a la fraccion periplasmica
del cultivo inducido se observan muchas bandas de productos de degradacion por debajo a 45
kD, la banda mayoritaria por arriba de 45 kD que corresponde al Fab y una banda por arriba
del tamafio del Fab. En los carriles de las muestras del cultivo no inducido se observa el
mismo patrén que en aquellos de las muestras inducidas, con excepcion de la banda de

tamafio mayor al Fab. En estos carriles la intensidad de las bandas es varias veces menor que

en las muestras inducidas,

57



l NI ST
i T 1 1
pplsc  ppl sc ppl sc

BCF2 (+DTT)

66— —
45— - e

36— — - e

29— - - .
24— - -~

Fig. 21. Western Blot en ¢} que se examinan muestras periplsmicas (pp!l) y de lisados totales
(sc) después de 8 horas de haber adicionado el agente inductor {I}). También se incluyen
muestras de cultivos no inducidos (NI) y no transformados (ST). En e! carril del extremo
derecho se analizan 12 ug del monoclonal BCF2 en condiciones reductoras (+DTT).

Se hizo un ensayo de ELISA (Material y Métodos) usando como antigeno a la toxina
Cn2 de C. noxius Hoffmann con las muestras obtenidas después de 19 horas de haber inducido
la expresién. El Fab quimérico se revel6 utilizando un F(ab"), comercial anti-cadenas kappa
de [gG1 de humano. Los valores de absorbancia en el ELISA se muestran en la Tabla 2. Las

muestras en cuestion se utilizaron en las diluciones que se indican en la Tabla.
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Periplasma (Aosam) Medio Cultivo (Assem)
Inducido (dilucién 1:10) 1.677 0.108
(diucion 1:50) 0.685
No Inducido (dilucién 1:10) 0.961 0.042
Sin Transformar 0.006 0.039

Tabla 2. Resultados del ELISA en el que se analizaron las muestras peripldsmicas de los
cultivos inducidos y no inducidos para la expresién, asi come de los cultives ne
transformados. Se examiné la actividad del Fab quimérico por la toxina Cn2 de los extracios
periplasmicos provenientes de cultivos inducidos para la expresion.

Los resultados del ELISA muestran que ¢l Fab quimérico se expresa bi;:n plegado y
activo ya que es capaz de reconocer y unirse a la toxina Cn2. No se observo reaccién con la
fraccién periplasmica de la cepa TOPP2 sin transformar. La comparacion entre los datos
presentados por el cultivo inducido y no inducido (asi como resultados de Western Blot)
indican que existe una expresion basal del Fab ya que éste es detectado ain cuando no se ha
inducido con [PTG. E! dato presentado por et medio del cultivo inducido indica que después
de un cierto tiempo después de la induccién existe una salida de! Fab del espacio periplasmico

hacia el medio de cultivo.

Se llevé a cabo un ensayo de ELISA aplicando distintas concentraciones del
anticuerpo murino BCF2 purificado y usando como antigeno a la toxina Cn2. La placa se
reveld con un anticuepo que reconoce cadenas ligeras kappa de [gG de ratdon (Material y
Métodos). Cabe mencionar que los anticuerpos comerciales que se utilizaron en los ensayos
de ELISA y Western blot no presentan reaccion cruzada, es decir, el anti-humano no reconoce
al BCF2 y el anti-ratén no reconoce al Fab quimérico. A partir de los datos de absorbancia que
mostraron un comportamiento lingal, se hizo una comparacion con aquellos obtenidos en los
ensayos de ELISA en los que se analizaron los extractos peripldsmicos de los cultivos
inducidos. Dicha comparacién permitid hacer una aproximacién del rendimiento de la
expresion del Fab quimérico. Ea la Fig. 22 se muestra la curva dc los datos obtenidos del

ELISA en el que se aplicaron distintas concentraciones de BCF2,
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A partir de la ecuacion de la recta comespondienle a la parte lineal de la curva. se
determind la concentracion de anticuerpo a la que le correspondia un determinado valor de
absorbancia. Para obtener la concentracién de Fab, se considersd que el anticuerpo acoplado a
peroxidasa se une a dos cadenas ligeras cuando reconoce al BCF? en la placa de ELISA y que
solo se une a una cadena ligera cuando reconoce al Fab en [a placa. El valor obtenido para la
concentracion de anticuerpo, se multiplicd por 100 (peso molecular de un Fab} y se dividio
por 150 (peso molecular de anticuerpo completo) para obtener un valor aproximado de la
concentracién de Fab quimérico que se aplicd a Ia placa de ELISA. El rendimiento

aproximado de la expresion del Fab quimérico fue de 50 pg/litro de cultivo,

7
o ya

1.4
1.2 —

0.8 /
06 -

i
| 64 +— '
|

i

Abs 450nm
Y

0 r v T v
0 2 4 6 8 10 12 -
i BCF2 (ng/50u8}

! i

—- —_—————— [EE— -

Fig. 22. Curva estdndar del ELISA en el que se aplicaron distintas concentraciones de BCF?2.
En linea punteada se indica la regién de la curva que muestra un comportamiento lineal.

60



Divcusion.

En ¢t presente trabajo se obtuvo active y de manera soluble, un fragmento Fab quimérico
humano-murino usando los vectores del sistema de despliegue en fagos Pasteur-Merieux. De esta
manera se cumplid con los siguientes objetivos: la clonacién de los genes quiméricos
correspondientes, la recombinacion especifica de los vectores y la expresion del Fab soluble v
activo. Por otra parte también se dieron los primeros pasos para probar la factibilidad del empleo
del sistema de Pasteur-Merieux asi como para aumentar la eficiencia de la expresion. De esta
manera se abri6 el camino hacia la obtencién de material pure y suficiente para posteriormente
cristalizar la proteina y determinar su estructura tridimensional asi como para determinar la
afinidad y la capacidad neutralizante del fragmento hacia la toxina Cn2 del veneno del alacran
Centruroides noxius Hoffmann y eventualmente hacia venenos de otros alacranes del género
Centruroides. El fragmento Fab quimérico de BCF2 puede representar el primer componente de
un anti-veneno “policlonal” bien caracterizado, puro y altamente eficiente.

El sistema de despliegue en fagos de Pasteur-Merieux fue disefiado para la construccion
de bancos grandes de fragmentos Fab de anticuerpos que se pudieran acercar al reperiorio natural
humano de anticuerpos el cual esta entre la cifra tedrica de 10'® anticuerpos que un individuo es
capaz de generar y alrededor de 16° correspondiente al namero de finfocitos B en circulacion
(10'}) dividido por un nimero estimado de la representacioén de cada céluta {(16%)* (Sodoyer et al.
1997). En este trabajo se empez6 a estudiar la factibilidad del empleo de este sistema para fa
construccién de bancos en nuestro laboratorio. El sistema se basa en la infeccion combinatoria en
la cual £. coli es transformada con un banco de plasmidos que codifican para la cadena ligera v
luego es infectada con un banco de fagemidos que codifican para la regién pesada. Después de la
recombinacién entre pldsmido y fagemido se obtiene un sélo vector (fagemido recombinante) en
¢l cual estan presentes las regiones ligera y pesada del fragmento Fab. Usando un protocolo en el
que la infeccion de E. coli se hizo a 30°C y €l choque térmico a 42°C durante 30 minutos. se
obtuvo un porcentaje de infeccion del 23% y un porcentaje de sobrevivencia al choque t€rmico
del 60%. El empleo de distintas temperaturas para la infeccion (30°C) y choque térmico (42°C) se
hizo con el propdsito de obtener el mejor porcentaje de infeccién pero que a la vez evitara la
activacién de la recombinasa antes del chogue térmico; esto con €l fin de tener un mayor conirol
sobre el proceso de recombinacién, asi como para ascgurar la activacién efectiva de la
recombinasa aceptando el riesgo de la muerte celular, ya que en este caso importaba la obtencion
de un solo tipo de clona que presentara al vector recombinante. Por otro lado definimos un punto
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de partida para futuras prucbas necesarias para aumentar la eficiencia de la infeccion, ¥ para
disminuir el porcentaje de muerte celular. La situacion ideal seria la de obtener un 100% en
infeccién y supervivencia para asegurar que todas las variantes estén incluidas en el banco. En
otros estudios y usando otra generacion de los vectores de Pasteur-Merieux (Sodoyer et al., 1996)
se ha probado ia infeccién a 30°C 6 37°C variando el tiempo de la infeccién entre 60min y
120min asi como el choque térmico a 40°C disminuyendo el tiempo hasta 15min. Estos rangos
deben ser probados en futuros experimentos.

Por otra parte, en lo que respecta a la obtencion del fagemido recombinante, cabe
mencionar que el andlisis del proceso de infecciéon y recombinacion por restriccién de los
plasmidos preparados directamente del cuitivo, muestra que solo en etapas posteriores a 17 horas
de haber adicionado antibiSticos (elapa 4f) es que se observa al vector recombinante del tamaiio
esperado de 7.9 kb (Fig. 8) y que en todas las preparaciones de las muestras infectadas aparece
una banda de 6.5 kb. El andlisis por restriccion de los plasmidos/fagemidos de colonias
individuales resistentes a Cb/Km de las etapas 2 (infeccién) a 6 (24 horas después de haber
adicionado antibiéticos) muestra dos patrones excluyentes a excepcién de las colonias 3f-1 y 3£:2
(etapa 3-después de induccion de recombinacion). Las colonias 31-1 y 3f-2 presentan al fagemnido
de 7.9, la banda de 6.5, el plasmido de 3.7 y una banda de 6.0 kb. El andlisis de las colonias de la
etapa 2 (infeccién), asi como algunas de las etapas 4-6 (varias horas después de recombinacion)
muestra al plismido de 3.7 kb, una banda dc 6.5 kb y otra de ~2.8 kb. El analisis de algunas
colonias de las etapas 4-6 muestran el fagemido recombinante de 7.9 kb y el plasmido de 3.7 kb
(Fig. 9). La aparicién del fagemido recombinante de 7.9 kb excluye la presencia de la banda de
6.5 kb en las colonias analizadas de las etapas 4-6. No se determiné la identidad ni el origen de la
banda de 6.5 kb debido a que el objetivo principal del trabajo era la obtencién de un solo tipo de
clona que presentara al fagemido recombinante para la expresion del Fab soluble. Resulta
interesante mencionar la posibilidad de que la banda de 6.5 kb pudiera tratarse de una isoforma
del fagemido original ¢ incluso de un producto intermediario de recombinacion entre los
vectores, sin embargo es necesaria una caracterizacién de este producto para poder hacer

cualquier aseveracién.

Resulia interesante el hecho de que en ninguna colonia analizada proveniente de la
dilucidn en medio 2XYT (después det choque 1érmico} se detecté al fagemido de 7.9 kb y que en
la mitad de las colonias que se analizaron que provenian de la dilucién en medio minimo M9 se
observo la presencia del fagemido recombinante de 7.9 kb. Lo anterior podria deberse a que la
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presion que recibieron las células en un medio con los minimos requerimientos para su
crecimiento, haya favorecido ya sea la formacion del fagemido recombinante o la supervivencia
de aquellas colonias que lo presentaron. Sin embargo es necesario ¢l analisis de un mayor numero
de colonias que sea estadisticamente significativo para poder hacer cualquier aseveracién con
respecto a una presion selectiva.

El rescate de fagos y su reamplificacion en la cepa XL1Blue que se realizé como una de
las alternativas para obtener al fagemido recombinante puro, llevo también a observaciones
interesantes sobre el sistema de Pasteur-Merieux. Se analizaron por restriccién en el sitio tnico
Smal los plasmidos preparados a partir de seis colonias infectadas con e fagemido recombinante.
La restriccién de cinco preparaciones resulté en dos bandas una de 7.9 kb y otra de
aproximadamente 5 kb (Fig.12). Sélo en la clona #4 se observé la aparicién de una banda tnica
de 6.5 kb cuando se digiere con Smal. La aparicién de bandas de peso menor que 7.9 kb podria
ser indicativa de eventos de recombinacion y delecion que se hubieran ilevado a cabo durante la

produccion de fagos recombinantes a partir del fagemido o durante su reamplificacién en la cepa
XL1Blue.

Con respecto a la comparacién de los niveles de expresion obtenidos a partir de los dos
protocolos que se probaron mostré que el protocolo II resultd en un mayor rendimiento (Figs. 14
y 16A). El Fab quimérico se detecté por Western Blot principalmente en los exiractos
periplasmicos como una banda ligeramente arriba del marcador de 45 kDa. En el protocolo [I de
expresién se reduce gradualmente Ia glucosa del medio de cultive antes de agregar el inductor de
modo que las células se van adaptando progresivamente a un medio carente de glucosa v con
IPTG, lo cual suponemos favoreci6 la expresion del Fab. En todas las muestras periplasmicas se
observaron productos de degradacion por debajo de los 45 kDa. Se analizaron muestras después
de 8, 12, 18 y 23 horas de haber adicionado ¢l inductor y a partir de las 8 horas ya se detectan
productos de degradacién en los extractos peripldsmicos (Fig. 15, Fig. 16, Fig. 17). Por atra
parte, después de 18 y 23 horas de la induccidn resulta muy evidente la presencia de una banda
ligeramente mayor que el Fab. La presencia de esta banda se detecta también después de 8 horas
de haber inducido la expresion (Fig. 19) pero en muy baja proporcion. Esta banda podria indicar
la presencia de agregados o de oligomeros entre moléculas de Fab o entre el Fab y algin producto
de degradacién o intermediario det plegamiento del Fab. Durante 1a expresion de fragmentos de
anticuerpos que son guiados al periplasma, la etapa limilante es el plegamiento de la proteina cn
el espacio periplasmico por lo que algunos fragmentos de anticuerpos pueden seguir un proceso



de agregacidn (Knappik and Pluckthun, 1995; Well and Pluckthun, 1999) que compite con la ruta
correcta de plegamiento in vive. La asociaciéon entre intermediarios del plegamiento o entre
especics parcialmente plegadas es la base para la formacion de agregados proteicos in vitre y para
la formacion de cuerpos de inclusion (Georgiou and Valax, 1996). Sin embargo. la eficiencia en
el plegamiento depende en gran medida del fragmento de anticuerpo que esta siendo expresado
{Knappik and Pliickthun, 1995; Forsberg et al., 1997; Jung and Pliickthun, 1997).

Después de 8 horas de haber agregado IPTG, ya es posible detectar la presencia del Fab en
el medio de cultivo (Fig. 19). La salida del Fab hacia €l medio de cultivo no resulta ser importante
ya que ia mayor proporcion de Fab recombinante se observa en los extractos periplismicos
incluso para las muestras tomadas después de 23 horas de haberse inducido la expresién (>90%
del Fab estd en el periplasma). En todos los casos se observa una induccién real por [PTG ya que
la intensidad y el grosor de las bandas en los carriles de las muestras periplasmicas inducidas son
mayores que en las no inducidas. No se observd diferencia en el nivel de expresion cuando se
utilizaron para la induccién diez veces menos de IPTG (0.1 mM} (Fig. 20).

Se hizo un lisado total por sonicacién en paralelo con la extraccion de fracciones
peripldsmicas después de § horas de haber inducido la expresién para analizar la presencia del
Fab en el interior celular y compararla con la del periplasma. Se observaron tres bandas
principales en el carril del lisado celular; la del Fab, una ligeramente mayor al Fab y otra de 36
kDa. En el lisado celular no se observa el patron de degradacidn presentado por las muestras
periplasmicas (Fig. 21} debido muy probablemente a que durante la sonicaciéon se agregé el
inhibidor de proteasas PMSF (Material vy Métodos). La degradacién del Fab en las muestras
periplasmicas puede deberse a la actividad de proteasas en el espacio periplasmico o al hecho que
con el método empleado para preparar fracciones periplasmicas ocurra lisis celular y que junto
con la liberacién del Fab quimérico del espacio periplasmico también se liberen proteasas
citoplasmicas que degradan al Fab. Seria interesante probar otros protocolos de preparacion de la
fraccién periplasmica como por ejemplo utilizar lisozima para degradar la pared celular asi como
el empleo de inhibidores de proteasas. El periplasma bacteriano presenta varias ventajas sobre el
citoplasma para la expresion heterdloga de proteinas tales como un ambiente oxidanie que
permite el correcto plegamiento de proteinas {Makrides, 1996), un bajo contenido de proteinas
(4% de proteina total) (Nossal, et al 1966} que facilita la purificacion de la proteina expresada, asi
como un bajo contenido de proteasas (Makrides, 1996). Sin embargo, existe evidencia que la
protedlisis en el espacio periplasmico puede ser tan severa como en el citoplasma (Anba et al,
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1988 ; Gentz et al, 1988 ; Banevx and Georgiov. 1989). Alguras enzimas proteoliticas asociadas
con la envoltura celular de E. coli y cuyos genes ya han sido clonados y caracterizados
son : DegP, OmpT, Proteasa IIf y Proteasa IV (Baneyx and Georgiou, 1992 ; Lazdunski, 1989).
Se ha encontrado que la degradacion de proteinas secretadas durante su expresion heterdloga en
E. coli se ve reducida mediante 1a utilizacién de cepas deficientes en proteasas secretadas tales
como OmpT y Proteasa III (Baneyx and Georgiou, 1992).

Los resultados del ELISA mostraron que el Fab quimérico recombinante tiene afinidad
por la toxina Cn2, lo cual indica que se expresa bien plegado y active en E. coli (Tabla 2). El
cambic de las regiones constantes murinas por humanas aparentemente no representé ningin
cambio importante en la conformacién de las regiones variables que pudieran afectar el
reconocimiento y unién a la toxina Cn2. Sin embargo, en el {uturo se va a determinar la afinidad
del Fab quimérico puro en comparacidén con la del Fab de BCF2 por la toxina Cn2. Por otra
parte, el dato del ELISA para el medio del cultivo condicionado coincide con el observado en el
Western el cual indica cierta salida del Fab de! espacio peripldsmico al medio de cultive. Los
datos en el ELISA también muestran que existe una expresion basal en las células no inducidas
pero transformadas con el fagemido recombinante.

Se hizo una aproximacién del rendimiento de la expresién del Fab quimérico a partir de la
comparacidn de los datos de un ELISA en el que se aplicaron concentraciones conocidas de
BCF2. La comparacién de los datos se hizo tomando en cuenta que el anticuerpo acoplado a
peroxidasa reconoce dos veces mas de cadenas ligeras para el anticuerpo completo (BCF2) que
para ¢l Fab quimérico. El rendimiento aproximado de 1a expresion fue de 30 ug/iitro de cultive lo
cual resulta ser muy bajo si comparamos con rendimientos reportados de la expresién de
fragmentos Fab hasta de 700 mg/l (Rodrigues et al, 1992) y 2 p/l (Carter et al, 1992) por lo cual
resulta necesario optimizar las condiciones de expresion para lograr el maximo rendimiento. En
general, el factor limitante de la expresion heterologa en E. coli es el plegamiento in vivo, ain
mas que la sintesis misma del polipéptido (Wall and Pliickthun, 1995). Algunas de las
condiciones para optimizar el plegamiente del Fab quimeérico en el periplasma consiste en
mantener el crecimiento del cultivo a una temperatura no mayor de 30°C (Georgiou and Valax,
1996), asi como adicionar al medio de cultive carbohidratos no metabolizables como la sacarosa
(Georgion and Valax, 1996). Se ha observado que los compuestos hidroxilados aumentan la
estabilidad termodindmica de proteinas in vitro por un mecanismo conocido como hidratacidn
preferencial (Lee and Timasheff, 1981 ; Arakawa and Timasheff, 1981). La sacarosa y otros
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carbohidratos no metabolizables se difunden libremente al espacio periplasmico pero no son
transportados a través de la membrana intema por lo que no ejercen una influencia directa sobre
las proteinas citoplasmicas (Georgiou and Valax, 1996). Se ha visto que la adicion de sacarosa al
medio de cultivo inhibe la formacién de agregados asi como de cuerpos de inclusién en el espacio
periplasmico, favoreciendo asi el plegamiento correcto de la proteina (Parsell and Sauer, 1989).
Por otra parte, para disminuir el fenémeno de degradacion, seria interesante probar condiciones
de pH 4cidas durante ¢l crecimiento del cultive ya que se ha observado que a pH bajos (5.5 < pH
2 6.0) disminuye la actividad proteolitica en el periplasma durante la expresion de la proteina de
fusién proteina A-B-lactamasa en E.coli (Decad and Nikaido, 1976 ; Baneyx et al, 1991).
También podria examinarse la expresion del Fab en una cepa deficiente en proteasas asociadas a
la envoltura celular tates como OmpT y la Proteasa 11l (Baneyx and Georgiou, 1992). Las
condiciones mencionadas podrian probarse de manera independiente o en conjunto dependiendo
de los resultados obtenidos.
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Conclusiones.

El presente trabajo representa un antecedente de la utilizacién del sistema de Pasteur-Merieux
para la construccidn de un banco de variantes de fragmentos Fab basados en el anticuerpo
BCF2. En este trabajo se corroboré que mediante este sistema es posible generar el vector
recombinante especifico, sin embargo, se observaron vectores de un peso distinto al esperado
tanto después de la infeccién y del choque térmico que induce la recombinacion especifica,
como después de que se rescataron y amplificaron los fagemidos recombinantes en la cepa
XLBlue. Este tipo de eventos hacen del sistema poco eficiente para la construccién de bancos
va que favorecen la pérdida de variantes. Antes de un posible empleo de los vectores
pM849/pMB46 del Sistema Pasteur Merteux para la generacién de un banco, resulta
importante optimizar las condiciones de infeccién y recombinacién, determinar la identidad y
origen de la banda observada de 6.5 kb asi como elucidar si la observacion de deleciones
durante la produccién y reamptlificacion de fagos recombinantes es un fendmeno que se
presenta solamente en la cepa XL1Blue o es una caracteristica inherente del vector.

A través de este trabajo se obtuvo de manera soluble el Fab quimérico humano-murino de un
anticuerpo capaz de neutralizar el veneno del alacran C. noxius Hoffmann. El Fab quimérico
se obtuvo a partir de la fraccion periplasmica de células TOPP2 de E. coli. Se prefiné el
empleo del protocolo Il para inducir la expresion. Se sugiere que para obtener un Fab
recombinante de mejor calidad, la extraccién de fraccidn peripldasmica no debe hacerse
después de 18 horas que se agregd el inductor. Para incrementar el rendimiento de la
expresién seria interesante examinar el efecto que sobre el plepamiento del Fab tiene la
adicién de carbohidratos ne metabolizables como la sacarosa el medio de cultivo, asi como el
crecimiento del cultive a un pH &cido (5.5-6.0). Por otra parte considero necesara la
optimizacién de la preparacion de fraccion periplasmica de modo que se asegure la obtencitn
de solo el contenido peripldsmico. También podria examinarse el emplec de inhibidores de
proteasas durante la preparacidn de fraccion periplasmica con el objeto de obtener un Fab
intacto. Finalmente, para obtener grandes cantidades de proteina recombinante que permitiera
su purificacién con el propésito de llevar a cabo ensayos bioldgicos asi como pruebas de
cristalizacién, considero necesario el establecimiento de las condiciones apropiadas para su
produccién en fermentadores. El Fab quimérico obtenido fue capaz de reconocer y unirse a la
toxina Cn2. La expresion funcional del Fab quimeérico de un anticuerpo capaz de neutralizar el

veneno del alacrdn C. noxius Hoflmann representa un antecedente importanie en la obtencion
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de antisueros humanizados que pudieran ser producidos en E. coli a la vez que marca una rufa
hacia la obtencion de cantidades suficientes de Fab que pueda ser utilizado para su

purificacién y cristalizacion que permitan eventualmente determinar su estructura
tridimensional.

Perspectivas.

Sistema de despliegue en fagos de Pasteur-Merieux.

Ensayar otras condiciones de temperatura y tiempo de tratamiento para alcanzar altos
porcentzgjes de infeccion y de supervivencia al choque térmico durante el proceso de
recombinacion. Probar el efecto de crecer el cultive en medio minimo para favorecer la
formacion del vector recombinante especifico. Amplificar fagos recombinantes en D1210 para
probar si aparecen vectores con deleciones como los observados con la utilizacién de a cepa
XL1Blue.

Optimizar las condiciones de expresion para abtener el mejor rendimiento, asi como escalar la
expresion a voliimenes de cultivo mayores que permitan la obtencién de grandes cantidades.

Estudiar si con el método empleado para la preparacion de fraccién periplasmica sucede lisis
celular que libera proteasas intracelulares que degradan al Fab quimérico. Si este es el caso.
optimizar el protocolo de preparacion de fracciones periplasmicas que resulte en la extraceion
de s6lo el contenido periplasmico.

Purificacion del Fab quimérico y pruebas de cristalizacion.

Realizar ensayos biolégicos con el Fab quimérico puro y comparar los resultados con aquellos
obtenidos con el Fab de BCF2.
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