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Resumen

Los Linfomas forman parte de las neoplasias hematopoyéticas que se presentan en la
poblacion infantii a nivel mundial, cuyo numero de casos anuales incrementa
considerablemente; en la actualidad se han descrito varios factores involucrados en el
desarrollo de estas neoplasias, dentro de los cuales se encuentran factores
ambientales, fisicos, quimicos, mutaciones genéticas, entre otros. Estos factores
pueden promover diversas alteraciones celulares como la desregulacién en la tasa de
proliferacion y muerte celular, las cuales son caracteristicas asociadas a células
cancerosas. Las células transformadas presentan cambios en la expresion y el
funcionamiento de diversas moléculas que intervienen en estos procesos, como el
Receptor de Transferrina 1 (TfR1). TfR1 es una proteina que participa en la entrada de
hierro al citosol, el cual es utilizado en la respiracion celular y replicacion del DNA. La
sobre-expresion de esta proteina se ha asociado con los Linfomas de mayor
agresividad como los no Hodgkin. No obstante que los tratamientos contra este tipo de
neoplasias permiten una sobrevida del 85-90% a 5 afios, existe una poblacion (10-15%)
que presenta fallas al tratamiento por diversas causas. Esto permite seguir buscando
nuevas alternativas terapéuticas mas efectivas contra este tipo de neoplasias
hematopoyéticas. Una de estas alternativas es el empleo de anticuerpos contra distintos
marcadores de membrana propios de las células cancerosas, que promueven la
apoptosis, como el TfR1.

En este trabajo reportamos el desarrollo y la caracterizacion de un minianticuerpo de

una sola cadena (scFv) anti-receptor de transferrina 1.
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Summary

Lymphomas are part of the hematopoietic neoplasms that occurs in childhood around
the world, whose annual number of cases increases considerably; Nowadays, several
factors involved in the development of these neoplasms have been described, including
environmental, physical, chemical factors, genetic mutations, among others. These
factors can promote various cellular alterations that involves dysregulation in the rate of
proliferation and cell death, characteristics associated with cancer cells. Transformed
cells show changes in the expression and functioning of various molecules involved in
these processes, such as the transferrin receptor 1 (TfR1). TfR1 is a protein that
participates in the iron uptake into cells, this iron is critical for DNA replication and
cellular respiration. Over-expression of this protein has been associated with more
aggressive lymphomas such as non-Hodgkin's. Although the treatments against this
type of neoplasm allow a survival of 85-90% at 5 years, there is a population (10-15%)
that has failures to treatment for various reasons. This allows us to continue looking for
new therapeutic alternatives more effective against this type of hematopoietic
neoplasms. One of these alternatives is the use of antibodies against different
membrane markers characteristic of cancer cells, which promote apoptosis, such as
TfR1.

In this work we report the development and characterization of a single chain antibody

(scFv) anti-transferrin receptor 1.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Epidemiologia de las neoplasias hematopoyéticas.

El cadncer representa un gran problema de salud publica con una mortalidad anual de
mas de siete millones de personas en el mundo. A nivel mundial, las enfermedades
oncolégicas se ubican dentro de las primeras causas de muerte solo por debajo de las
enfermedades cardiovasculares (Gomez-Dantes, Lamadrid-Figueroa et al. 2016), y se
ha documentado que la frecuencia de céncer en nifios menores de 14 afios ha
aumentado de forma progresiva, actualmente representan el 11.4% de casos de cancer
a nivel mundial (Juarez-Ocana, Gonzalez-Miranda et al. 2004), colocdndose dentro de
las principales causas de muerte en la poblacion de nifios de 1 a 14 afios (Chatenoud,
Bertuccio et al. 2010). Con base en estudios reportados en distintas instituciones del
sector salud, como el Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG) (Medina-
Sanson, Martinez-Avalos et al. 2002) son consistentes con reportes recientes de las
frecuencias de neoplasias malignas en nifios derechohabientes del IMSS, en donde las
Leucemias tienen una frecuencia de 46.1%, los tumores del sistema nervioso central
12% vy los linfomas 10.8%. En este ultimo grupo la mayor frecuencia fue para los

Linfomas no Hodgkin con 62.7% (Fajardo-Gutierrez, Rendon et al. 2011).

1.2. Linfomas en poblacion pediatrica.
Los Linfomas, constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias del tejido linfoide, con
frecuencia invaden la médula 0sea y se presentan en sitios extra-ganglionares. Los

linfomas se clasifican en dos grandes grupos: los linfomas de Hodgkin (LH) y los no
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Hodgkin (LNH), siendo las variantes mas agresivas los que pertenecen al segundo
grupo. Los LNH representan el 90% de todos los linfomas, de los cuales el 85-90%
provienen de linfocitos B y el resto son de Linfocitos T o NK (Sankari, Masthan et al.
2012). Los LNH presentan menor variabilidad en pacientes pediatricos que en adultos y
la mayoria de las neoplasias linfoides que se presentan en menores de 17 afios son:
linfoma/leucemia de Burkitt (LB) con el 40% de los casos, linfoma difuso de células
grandes de B (LDCGB) con el 30% de los casos; leucemia/linfoma linfoblastico (LL) con
aproximadamente el 25% de los casos y linfoma anaplasico de células grandes (LACG)
este Ultimo pertenece a la categoria de neoplasias de células T y NK y puede

presentarse entre el 10 al 30% de los casos (Campo, Swerdlow et al. 2011).

1.3. Tratamiento de linfoma no hodgkin

El tratamiento de eleccibn de estas neoplasias es la quimioterapia con multiples
medicamentos (Pizzo and Poplack 2006). Actualmente existen diversos protocolos de
tratamiento que permiten una supervivencia global del 80 al 90%. Los farmacos que
presentan una mayor efectividad son: ciclofosfamida, adriamicina, metotrexate y
vincristina para el linfoma de Burkitt. En el caso del linfoma linfoblastico se ha
demostrado mejor respuesta con los protocolos que incluyen: vincristina, elaspar,
dexametasona, adriamicina, metotrexate y 6-mercaptopurina (Sandlund, Downing et al.
1996) (Link, Shuster et al. 1997). La mayoria de los pacientes con LNH responden
adecuadamente al esquema de tratamiento arriba mencionado, sin embargo, una

respuesta parcial indica que el tumor tiene resistencia primaria, por lo tanto la
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continuidad del mismo tratamiento tiene pocas probabilidades de éxito. En estos casos
las opciones terapéuticas son pocas, como el transplante de médula osea (Bosly,
Coiffier et al. 1992) y la administracion de anticuerpos monoclonales contra antigenos
en linfocitos B (Rituximab,anti CD20) (Attias and Weitzman 2008) (Cheson and Leonard
2008) que han demostrado utilidad en algunos casos. De tal manera que una de las
limitantes para el éxito completo del tratamiento por quimioterapia, esta asociada al
desarrollo de resistencia a los farmacos administrados (Blom and Spits 2006)
(Shankland, Armitage et al. 2012).

Por este motivo es importante buscar alternativas terapéuticas mas efectivas para los
pascientes con linfoma no Hodgkin que presentan falla al tratamiento. Una de estas
alternativas es el empleo de anticuerpos que promueven la apoptosis de las células

tumorales, como los anticuerpos anti-Receptor de transferrina 1 (TfR1).

1.4. Expresion del Receptor de Transferrina 1 (TfR1 6 CD71) en neoplasias
hematopoyéticas.

El transporte de hierro dentro de las células es realizado a través de la adquisicion de
su proteina acarreadora, Transferrina (Tf), y es llevada a las vesiculas de reciclaje
acidicas via el Receptor de Transferrina tipo 1(TfR1 6 CD71) (Ponka and Lok 1999)
(Daniels, Delgado et al. 2006). El transporte subsecuente del hierro hacia las vesiculas
acidicas dentro del citoplasma es realizado por el transportador de metal divalente 1
(DMT1), mientras que el complejo apo-Tf-TfR es regresado a la superficie celular

(Larrick, Enns et al. 1985) (Ponka and Lok 1999). La expresion del TfR1 se asocia con
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la disponiblidad del hierro para la sintesis de las moléculas del grupo Hemo, y de
muchos procesos metabolicos necesarios para el crecimiento y la proliferacion celular.
El patron de expresion del TfR1 es muy limitado en tejido normal (Gatter, Brown et al.
1983) (Brandt, Baird et al. 1988), pero se encuentra elevado en células activadas como
los linfocitos B y T, células NK, monocitos y macréfagos (Daniels, Delgado et al. 2006);
esta sobre-expression también ha sido documentada en diversas neoplasias (Gatter,
Brown et al. 1983) para satisfacer su alta demanda de hierro y mantener su alto grado
de proliferacion ademas se ha asociado con el grado de malignidad y progression
(Larrick, Enns et al. 1985). La sobre-expresion de TfR1 se ha observado en pacientes
con Leucemias linfoblasticas agudas y leucemias linfociticas cronicas (Barnett, Wilson
et al. 1987) (Ptoszynska, Ruckemann-Dziurdziska et al. 2012). En los linfomas de
Hodgkin y no Hodgkin la sobre-expresion de TfR1 correlaciona con los linfomas de
mayor agresividad (Habeshaw, Lister et al. 1983) y representa un marcador importante
para realizar diagnéstico de linfomas clasicos y para el diagnostico diferencial entre el
Linfoma de Burkitt y el Linfoma difuso de células B grandes CD10+ (Fromm, Thomas et

al. 2009).

1.5. Anticuerpos anti Receptor de Transferina 1 como tratamiento contra el
cancer.

TfR1 es un blanco atractivo para los agentes anti-tumorales, como los anticuerpos,
especialmente aquellos que ayudan a inducir deprivacion letal de hierro inhibiendo el

crecimiento celular 6 induciendo apoptésis en células hematopoyéticas malignas
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(Crepin, Goenaga et al. 2010) (White, Taetle et al. 1990) (Ng, Dela Cruz et al. 2002)
(Daniels, Delgado et al. 2006) (Crepin, Goenaga et al. 2010). A principio de los
noventas se documentd el uso de un anticuerpo murino 42/6 especifico para TfR1
humano, el cual la FDA recomendd su uso para investigaciones clinicas de fase Il
(Brooks, Taylor et al. 1995). Recientemente se ha desarrollado un anticuerpo quimeérico
raton/humano con la region constante de la IgG3 humana y la region variable de un
anticuerpo monoclonal de raton especifico para TfR1 humana (ch128.1) (White, Taetle
et al. 1990, Ng, Helguera et al. 2006). Este anticuerpo fue fusionado genéticamente a la
avidina de pollo a través de su extremo carboxilo-terminal (ch128.1Av) e indujo una
gran toxicidad en una amplia variedad de células hematopoyéticas malignas (Ortiz-
Sanchez, Daniels et al. 2009) (Ng, Helguera et al. 2006) (Ng, Dela Cruz et al. 2002,
Daniels, Ng et al. 2007). Es importante notar que los anticuerpos ch128.1Av y ch128.1
no inhiben la uniébn de Transferrina al receptor TfR1(Ng, Helguera et al. 2006,
Rodriguez, Helguera et al. 2007), e inhiben la funcion de TfR1 por induccion de su
secuestro, degradacion y reduccion de la adquisicion de Tf a largo plazo, lo cual induce
deprivacion letal de hierro en diversas células de neoplasias hematopoyéticas malignas
agresivas e incurables (Daniels, Ortiz-Sanchez et al. 2011) (Rodriguez, Luria-Perez et

al. 2011).
Aunque estos anticuerpos han mostrado resultados prometedores en el tratamiento de
las neoplasias hematologicas, aun requieren mayor investigacion para resolver

problemas como la baja capacidad de penetracidbn que presentan los anticuerpos

10
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completos para alcanzar las neoplasias solidas ¢ semisolidas como los Linfomas, e
incluso en Leucemias donde se forman nddulos o acumulaciones de células en la
médula Osea u otros tejidos (Ball and Broome 2010). Una alternativa que permite
mejorar la penetracién de los anticuerpos en la zona tumoral, ha sido el desarrollo de
los fragmentos de anticuerpos generados por protedlisis o ingenieria genética, uno de
estos fragmentos con tamafios de 25 KDa son los fragmentos variables de cadena
sencilla (scFv) 6 tambien llamados “minianticuerpos de cadena sencilla”, dado que
estos fragmentos no poseen fraccion constante (Fc), inducen menos efectos
secundarios sobre las células que no expresan el antigeno y que tienen receptores Fc

y ademas son moléculas de vida media corta (Ball and Broome 2010) (Ricart 2011).

1.5.1. Minianticuerpo de cadena sencilla (scFv) contra las neoplasias
hematoldgicas.

Los minianticuerpos de cadena sencilla (scFv), consisten de la region variable constante
(VH) del anticuerpo unido por un péptido corto [(Gly4Ser)3] a la regién variable ligera
(VL). Los scFv representan el fragmento mas pequefio del anticuerpo que aun tiene la
propiedad de unirse al antigeno y es estable (Accardi L 2010).

El desarrollo de scFv ha ampliado el panorama de los tratamientos en los pacientes con
linfomas y leucemias. Los scFv derivados de anticuerpos monoclonales y acoplados a
moléculas inmunomoduladoras o citotoxicas han mostrado resultados muy alentadores
en las neoplasias hematoldgicas (Accardi L 2010) (Kontermann 2012). Ejemplo de ello

son los scFv contra el antigeno CD7 unido al ligando de Fas (FasL) para el tratamiento

11
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de Leucemias (Bremer, ten Cate et al. 2006); el scFv contra el antigeno CD19 para el
tratamiento de los padecimientos de leucemia/linfomas (Vallera, Chen et al. 2009); el
scFv contra CD20 para el para el tratamiento de linfomas y leucemias (Geng, Feng et
al. 2006); scFv contra el antigeno CD22 para el tratamiento de leucemia linfocitica
cronica y el scFv contra el antigeno CD33, el antigeno mas asociado a leucemia
mielode aguda, este scFv fue acoplado a la molécula de TRAIL, y se ha sugerido su

aplicacion en las leucemias que son CD33 positivas (Bremer, ten Cate et al. 2006).

1.5.2. scFv contra el Receptor de Transferrina 1.

Existen pocos reportes de scFv contra TfR1. En el afio 2002, el grupo de Liang Xu y
cols., reporté que un scFv con especificidad contra el receptor de transferrina acoplado
quimicamente a inmunoliposomas que contenian el gen de la proteina p53, ayud6 a
acarrear el gen de interés y aumento la eficiencia de su transfecciébn en modelos
tumorales humanos en ensayos in vitro e in vivo (Xu, Huang et al. 2002). En 2008, Jing
Liu y cols., describieron la construccion de un scFv contra el receptor de transferrina el
cual mantuvo la capacidad de unirse a células K562 (eritroleucemia crénica humana) y
células HepG2 (hepatocarcinoma humana) y células mononucleares de sangre
periférica (Liu, Xiao et al. 2008), y mas recientemente, Crépin y cols., reportaron que
un scFv contra el receptor de transferrina antagonizoé el crecimiento de lineas celulares
de linfomas y leucemias, y la administracion de este scFv a un modelo de eritroleucemia
en raton desnudo redujo la masa tumoral. En conjunto, estos datos sugieren que los

scFv contra el receptor de transferrina representan una alternativa novedosa para el

12
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tratamiento de tumores cuya proliferacion depende de las altas concentraciones de
receptor de transferrina y la adquisicion de hierro, como es el caso de los linfomas

(Crepin, Goenaga et al. 2010).

Considerando que en los linfomas existe sobre-expresion del receptor de transferrina, y
que esta sobre-expresion estd asociada a la resistencia a los tratamientos, nosotros
proponemos construir un minianticuerpo con especificidad contra el receptor de
transferrina, con la finalidad de inducir su degradacién y eliminar a la célula por
deprivacion de hierro, este minianticuerpo también podria ser empleado para

transportar moléculas citotoxicas o inductoras de apoptosis hacia la célula tumoral.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El tratamiento de eleccion de los linfomas pediéatricos es la quimioterapia con multiples
agentes. En la actualidad existen diversos protocolos de tratamiento que logran una
supervivencia global del 80 al 90%. Sin embargo, la falla al tratamiento mediada entre
otras causas por la resistencia a la quimioterapia, es de mal pronéstico para la
enfermedad y evidencia la necesidad de desarrollar nuevas alternativas terapéuticas
para eliminar a las células tumorales resistentes.

Diversos mecanismos condicionan la falla al tratamiento, entre ellos la sobre-expresion
de moléculas como el Receptor de Transferrina 1 que participa en procesos importantes
como el crecimiento y la proliferacion celular y que estad asociado a los linfomas de

mayor agresividad.
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Nuestra propuesta, es que las células de los LNH, que sobre-expresan al receptor de
transferrina, sean reconocidos por el minianticuerpo anti-TfR1 e induzcan su muerte por
deprivacion de hierro. El abordaje cientifico de esta propuesta nos proveera de una
alternativa terapéutica que permitira mejorar la calidad de vida de los pacientes

pediatricos con linfomas.

3. JUSTIFICACION.

Los Linfomas son neoplasias que afectan los tejidos linfoides; de ellos, los LNH son los
mAas agresivos y constituyen un serio problema de salud publica en nuestro pais. El
Hospital Infantil de México Federico Gomez recibe a través de su servicio de Hemato-
Oncologia un promedio de 250-300 casos nuevos de cancer al afio y mantiene en
tratamiento alrededor de 750 pacientes segun archivos del Departamento de Hemato-
Oncologia del HIMFG; de los pacientes que se reciben al afio, aproximadamente el 12%
pertenecen al grupo de los linfomas, y el 58 % de ellos son diagnosticados como LNH.
Actualmente los esquemas convencionales de quimioterapia para el tratamiento de
nifios con LNH han logrado una importante mejoria en la supervivencia; sin embargo, el
desarrollo de resistencia de las células tumorales continua siendo una de las principales
causas de falla en los tratamientos, a tal grado que del total de pacientes con LNH que
se reciben al afio, aproximadamente el 10% presenta resistencia al régimen de
quimioterapia inicial, asociandose en la mayoria de los casos con un mal prondstico

para la vida.
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La generaciébn de un minianticuerpo anti-TfR1 que elimine a la célula tumoral por
deprivacion de hierro nos proveera la posibilidad de la generacion de una alternativa
terapéutica que permitira revertir la resistencia de los agentes quimioterapéuticos en los
pacientes con LNH refractarios, lo cual tendria un serio impacto en la practica clinica y

en la sobrevida de los pacientes.

4. OBJETIVOS DEL PROYECTO.
4.1. Objetivo general.
Desarrollar y caracterizar un minianticuerpo (scFv) que reconoce al receptor de

transferrina 1 (TfR1) en células de Linfoma.

4.2. Objetivos particulares.

1.- Disefiar el minigen que codifica para el minianticuerpo (scFv) anti-TfR1.

2.- Construir el plasmido pMAL-p5X/c5X-scFv anti-TFR1, que contiene la secuencia que

codifica para el minianticuerpo acoplado a la proteina de union a maltosa.

3.- Evaluar la expresion en Escherichia coli de la proteina de fusion que contiene el

minianticuerpo Anti- TFR1 y el reconocimiento a su antigeno especifico.
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5. HIPOTESIS.

El minianticuerpo recombinante anti-TfR1 reconocera a su antigeno en la superficie de

células de linfoma.

6. MATERIAL Y METODOS.

Tabla 1. Cepas bacterianas.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
Escherichia coli Sup E44 Alac 169 ¢glacZAM15 hsdR17 recAl | Invitrogen
(E. coli )DH5a gyrA96 thi-1 relAl
Escherichia coli E. coli str. B F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB— | New England BioLabs
(E. coli) BL21 (DE3) mB-) A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 indl sam7
nin5]) [malB+]K-12(AS)
Tabla 2. Lineas celulares.
LINEA CELULAR PROPIEDADES REFERENCIA

Ramos (RA 1) (ATCC® |Células derivadas de un linfoma de Burkitt que | New England BioLabs

CRL-1596™) no posee el genoma del virus de Epstein Barr

(EBV), son linfocitos de estirpe B.

Tabla 3. Primers y secuencias utilizadas.

NOMBRE SECUENCIA

CARACTERISTICAS

scFv  anti- | 5GAGGTTCAGTTGCAACAATCAGGCCCAGAACTGGT
TR 1 CAAGCCAGGTGCTTCCATGAAAATCTCCTGTAAAGC
AAGTGGCTATAGTTTTACAGGGTATACTATGAATTGG
GTAAAGCAATCACACGGCGAGAACTTGGAGTGGATT
GGTCGTATCAACCCTCATAACGGGGGGACTGATTAC
AATCAAAAGTTCAAAGACAAGGCTCCCTTAACAGTGG
ACAAATCATCTAACACCGCTTACATGGAGCTGTTGTC
GTTGACCTCAGGGGACTCCGCCGTATACTACTGTGC
GCGTGGGTACTACTATTATAGCTTGGACTATTGGGG

Minigen que codifica para
el scFv, consta de 750
pares de bases.
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GCAGGGAACAAGTGTTACTGTAAGTGGTTCGGGATC
TGGAGGCAGCGGAAGTGGCGGCAGTGGATCTCAGA
TTGTACTTACACAGAGCCCCGCAATCATGAGTGTCA
GCCCCGGGGAGAAAGTCACCATGACTTGCTCGGCC
TCGTCGAGTATTCGCTATATCCATTGGTATCAACAAC
GCCCCGGAACGTCACCAAAACGCTGGATTTATGACA
CTTCTAATCTTGCATCTGGAGTGCCCGCACGTTTTAG
TGGATCGGGTTCCGGTACCTCTTATTCGCTGACGAT
TAGTTCAATGGAGGCGGAAGACGCGGCTACGTACTA
TTGTCACCAACGTAATTCTTACCCTTGGACATTCGGT
GGGGGCACTCGCCTGGAAATCCGTTAAZ

scFVvF 5ACACGCGTCGACGAGGTTCAGTTGCAACAATCAGG | Oligonucleétido sentido.
Cc3 Contiene el sitio de
restriccién Sall, consta de
36 pares de bases.

scFVR 5CGCCGCGGATCCTTAACGGATTTCCAGGCGAGTG | Oligonucleétido anti-
Ccc3 sentido. Contiene el sitio
de restriccion BamHl,
consta de 36 pares de
bases.

Tabla 4. Secuencias de nucleétidos y aminoacidos scFv Anti-TfR1.

scFv Anti-TfR1 nucledtidos (subunidad VH-(Linker GS)-VL)

5GAGGTTCAGTTGCAACAATCAGGCCCAGAACTGGTCAAGCCAGGTGCTTCCATGAAAATCTCCTGT
AAAGCAAGTGGCTATAGTTTTACAGGGTATACTATGAATTGGGTAAAGCAATCACACGGCGAGAACTT
GGAGTGGATTGGTCGTATCAACCCTCATAACGGGGGGACTGATTACAATCAAAAGTTCAAAGACAAG
GCTCCCTTAACAGTGGACAAATCATCTAACACCGCTTACATGGAGCTGTTGTCGTTGACCTCAGGGG
ACTCCGCCGTATACTACTGTGCGCGTGGGTACTACTATTATAGCTTGGACTATTGGGGGCAGGGAAC
AAGTGTTACTGTAAGTGGTTCGGGATCTGGAGGCAGCGGAAGTGGCGGCAGTGGATCTCAGATTGT
ACTTACACAGAGCCCCGCAATCATGAGTGTCAGCCCCGGGGAGAAAGTCACCATGACTTGCTCGGC
CTCGTCGAGTATTCGCTATATCCATTGGTATCAACAACGCCCCGGAACGTCACCAAAACGCTGGATTT
ATGACACTTCTAATCTTGCATCTGGAGTGCCCGCACGTTTTAGTGGATCGGGTTCCGGTACCTCTTAT
TCGCTGACGATTAGTTCAATGGAGGCGGAAGACGCGGCTACGTACTATTGTCACCAACGTAATTCTT
ACCCTTGGACATTCGGTGGGGGCACTCGCCTGGAAATCCGTTAAZ

scFv Anti-TfR1 aminoacidos

EVOQLQQSGPELVKPGASMKISCKASGYSFTGYTMNWVKQSHGENLEWIGRINPHNGGTDYNQKFKDKA
PLTVDKSSNTAYMELLSLTSGDSAVYYCARGYYYYSLDYWGQGTSVTVSGSGSGGSGSGGSGSQIVLT
QSPAIMSVSPGEKVTMTCSASSSIRYIHWYQQRPGTSPKRWIYDTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTIS
SMEAEDAATYYCHQRNSYPWTFGGGTRLEIR*
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Tabla 5. Plasmidos.

NOMBRE
VECTOR

DEL

PROTEINA

CARACTERISTICAS

pMAL-c2X
Anti-TfR1

scFv

MBP-scFv Anti-TfR1

Este plasmido se obtuvo de la empresa IDT, consta de
7356 pares de bases (bp). La secuencia que codifica
para el scFv Anti-TfR1 se encuentra en el sitio de
multiclonacién flanqueado por los sitios Sacl en
posicién 5’ y por el sitio BamHI en posicion 3. Esta
proteina se traduce unida a la Proteina de Unién a
Maltosa (MBP) codificada en el gen malE, la cual se
encuentra rio arriba de la secuencia que codifica para
el scFv Anti-TfR1. La traduccibn de esta proteina
gquimeérica esta bajo el promotor lac.

pPMAL-c5X

MBP

Plasmido comercial (New England BiolLabs) utilizado
para la expresibn y purificacion de proteinas
recombinantes. Contiene el promotor “lac”, el gen malE
y un sitio de multiclonacién (MCS), donde puede ser
introducido el gen de interés. Este vector tiene permite
la expresion citoplasmica de la proteina. El vector esta
constituido de 5677 pb.

PMAL-p5X

MBP

Plasmido comercial (New England BiolLabs) utilizado
para la expresion y purificacion de proteinas
recombinantes. Contiene el promotor “lac”, el gen malE
y un sitio de multiclonacién (MCS), donde puede ser
intoducido el gen de interés. Este vector permite la
expresion peripldsmica de la proteina. El vector esté
constituido de 5752 pb.

pPMAL-c5X
Anti-TfR1

scFv

MBP-scFv Anti-TfR1

Este plasmido fue construido en esta tesis. La
secuencia que codifica para el scFv Anti-TfR1 (714pb)
fue clonada en el MCS, flanqueado por los sitios Sall
en posiciéon 5 y por BamHI en posicion 3. Este
pldsmido consta de 6391 pb.

pPMAL-p5X
Anti-TfR1

scFv

MBP-scFv Anti-TfR1

Este plasmido fue construido en esta tesis. La
secuencia que codifica para el scFv Anti-TfR1 (714pb)
fue clonada en el MCS, flanqueado por los sitios Sall
en posiciébn 5 y por BamHI en posicion 3. Este
pldsmido consta de 6466 pb.

6.1 Sistema pMAL 5X.
El sistema de prurificacion de proteinas pMAL 5X (Kit New England BioLabs pMAL
Protein Fusion & Purification System) proporciona un método para la expresion y

purificacion de una proteina producida a partir de un gen clonado o un marco de lectura
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abierto. El gen clonado se inserta rio abajo del gen malE de Escherichia coli, dando
como resultado la expresion de una proteina de fusion MBP. El MBP en estos vectores
ha sido disefiado para una union mas estricta a la amilosa. Este sistema emplea el
promotor "lac" y la secuencia de inicio de traduccién de malE para proporcionar una
expresion de alto nivel de las secuencias clonadas y una purificacién en una etapa de la
proteina de fusién usando la afinidad de MBP por la maltosa. Los vectores expresan el
gen malE (con o sin su secuencia sefal) seguido de un sitio de clonacion multiple y
codones de paro en los tres marcos de lectura. Los vectores pMAL-c5X expresan la
fusion de MBP en el citoplasma. En el vector pMAL-p5X, el péptido sefal en pre-MBP
dirige las proteinas de fusién al periplasma, esto permite el plegamiento y la formacion
de enlaces disulfuro en el periplasma de E. coli, ademas de permitir la purificacién de la
proteina del periplasma. Los vectores llevan el gen lacld, que codifica el represor de
Lac. Esto mantiene la expresion de Piwc baja en ausencia de induccion de IPTG
(Isopropil-B-D-tiogalactdsido). Los vectores pMAL-5 también contienen la secuencia que
codifica el sitio de reconocimiento de una proteasa especifica, ubicada en las posicion
5' de los sitios de insercién del MCS. Esto permite que MBP se escinda de la proteina
de interés después de la purificacion. Los vectores pMAL-c5X y pMAL-p5X que se
incluyen en el sistema codifican el sitio para el Factor Xa. El factor Xa escinde después
de su secuencia de reconocimiento de cuatro aminoacidos, de modo que pocos o
ningun residuo derivado del vector se unen a la proteina de interés, dependiendo del
sitio utilizado para la clonacion (Kit New England BioLabs pMAL Protein Fusion &

Purification System).
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6.2. Técnicas del ADN recombinante.

La preparacion del ADN, manipulacion genética, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), transformacion bacteriana, electroforesis en geles de poliacrilamida y Western
Blot (WB) se realiza de acuerdo a las especificaciones y protocolos del manual de
laboratorio de clonacién molecular (Joseph Sambrock and David W.Russell. Molecular
cloning. Third ed. 2001.) y de acuerdo a las especificaciones de los “kits” comerciales
empleados. Para la purificacion del ADN plasmidico se emplean los sistemas Plasmid
Midiprep Plus (Qiagen), Plasmid Miniprep System (Qiagen), los productos de
digestiones enzimaticas empleados como vectores son purificados a través de
columnas silica-gel PureLink® Quick Gel Extraction Kit, (Invitrogen™). Las enzimas de
restriccion utilizadas fueron de: New England Biolabs e Invitrogen™ y los

oligonucledtidos sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT®).

6.3. PCR para la obtencion del scFv anti-TfR1.

Para generar el fragmento codificante para el scFv anti-TfR1, se realiz6 una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) empleando el ADN del plasmido pMAL-c2X scFv Anti-
TfR1 como molde. Considerando el volumen final de 20 pL, se adiciona en un tubo
para PCR: 1 pg de DNA molde, 200 uM de cada uno de los dNTP’s (Boheringer
Mannhiem, Roche), 1 pMol de cada primer (scFvF y scFvR, Tabla 3), 1.5 mM de

MgSO4 (Invitrogen), 1 U de Pfx DNA polimerasa (Invitrogen) y 1X de amortiguador de
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enzima Pfx DNA polimerasa (Invitrogen). La reaccion de PCR fue realizada bajo las

siguientes condiciones (Tabla 6).

Tabla 6. Condiciones de amplificacion PCR.

Evento Temperatura Tiempo Ciclos
Preamplificacion 94°C 1 1
Desnaturalizacién 95°C 15”7

Alineamiento 58°C 30 30
Extension 72°C 1

Extension 72°C 10 1
Enfriamiento 4°C llimitado

6.4. Construccion de los plasmidos pMAL c¢5X scFv Anti-TfR1 y pMAL p5X scFv
Anti-TfR1.

Las construcciones de los plasmidos que codifican para la proteina de fusién MBP-
scFv-Anti-TfR1 fueron realizadas como se muestra en la figura 2. Se realizd la
amplificacion del fragmento que codifica para el scFv Anti-TfR1, por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) antes descrita, a partir del plasmido pMAL
c2X scFv Anti-TfR1, este fragmento fue sometido a una electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% y la banda correspondiente al scFv fue cortada y purificada empleando
el kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Posteriormente este fragmento fue sometido a
una doble digestion enzimatica para la generacion de los extremos cohesivos con las

enzimas Sall y BamHI. Este fragmento se purific6 mediante el kit para purificacion de
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PCR de Jena Bioscience y se almacend a -20°C hasta su uso. Por otra parte, los
vectores pMAL ¢5X y pMAL p5X por separado fueron sometidos a una doble digestion
con las enzimas Sall y BamHI, posteriormente fueron sometidos a una electroforesis en
un gel de agarosa al 1.5%, los vectores abiertos fueron purificados usando el kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen) y almacenados a -20°C hasta su uso. La ligacion del
fragmento que codifica para el scFv Anti-TfR1 con los vectores pMAL c5X y pMAL p5X
digeridos con las enzimas Sall y BamHI fue realizada en un volumen de 15 pL
empleando 1 yL de la enzima T4 DNA ligasa (New england BioLabs) e incubada a 16
°C toda la noche. Posteriormente bacterias Escherichia coli DH5a fueron transformadas
con esta ligacién y cultivadas toda a noche a 37°C en placas de agar BHI en presencia
de ampicilina (100 pug/mL). De las colonias obtenidas se aisl6 el ADN plasmidico y se
sometié a un analisis de restriccion enzimatica para confirmar el ingreso del fragmento
del scFv Anti-TfR1 a los vectores pMAL c5X y pMAL p5X. El plasmido pMAL-c5X scFv
Anti-TfR1 codifica para la proteina de fusion MBP-scFv Anti-TfR1 expresada en el
citosol de la bacteria y el plasmido pMAL-p5X scFv Anti-TfR1 codifica para la proteina
de fusiébn MBP-scFv Anti-TfR1 expresada en el periplasma de la bacteria. El fragmento
del scFv anti-TfR1 fue clonado en ambos vectores (pPMAL-c5X y pMAL-p5X) con la
finalidad de evaluar en cudal de las dos alternativas de expresion de la proteina de

fusion se obtiene mejor cantidad de proteina funcional.
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6.5. Transformacion de bacterias por choque térmico.

Las Bacterias competentes comerciales (DH5a y BL21-DE3) se dejaron en contacto con
los 15 pL de la reaccién de ligacion (scFv Anti-TfR1 y los plasmidos pMAL c5X y pMAL
p5X) y se incubaron por 30 min a 4°C. Posteriormente esta mezcla fue sometida a 42
°C por 1 minuto 30 segundos, e inmediatamente incubada en hielo durante 3 min.
Finalmente, a la mezcla se le adicioné 200 pL de medio de caldo superdptimo con
represién por catabolito (S.0.C., ThermoFisher) y se incubd durante 2 hrs en una
incubadora (Enviro Shaker, Lab-Line) con agitacion a 200 rpm a 37°C, posteriormente la
mezcla fue distribuida en placas de agar con medio BHI con 100 pL/mL de ampicilina y
se incubd a 37°C toda la noche (Enviro Shaker, Lab-Line). Todo el procedimiento fue

realizado en condiciones de esterilidad.

6.6. Cultivo de bacterias.

Las clonas obtenidas de la transformacion se expandieron en placas de agar de medio
infusion cerebro corazén (BHI) con 100 pg/mL de ampicilina como marcador de
seleccion (debido a que todos los plasmidos contienen un gen de resistencia a
ampicilina), posteriormente una asada fue cultivada en caldo BHI (5 mL) con 100 pug/mL
de ampicilina, en tubos cénicos de 15 mL estériles (Falcon), este cultivo fue incubado
durante toda la noche a 37°C en una incubadora (Enviro Shaker, Lab-Line) con

agitacion a 200 revoluciones por minuto (RPM).
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6.7. Andlisis de restriccion.

Los analisis de restriccion enzimética se realizaron con el fin de determinar la insercién
adecuada del fragmento que codifica para el scFv Anti-TfR1 a los plasmidos pMAL c5X
y pMAL p5X evidenciado por la pérdida o ganancia de los sitios de restriccion
enzimaticos dentro de los plasmidos construidos. Cada enzima reconoce un sitio
especifico de la secuencia de ADN plasmidico, al estar en contacto la enzima con su
sitio de union, corta en uno o mas fragmentos del ADN. La escision enzimatica se
identifica en el gel de agarosa por la presencia de una sola banda en comparacién con
el control del pladsmido sin digerir el cual presenta al menos tres isoformas del ADN
(relajado, enrollado y super enrollado). Las enzimas que se utilizaron fueron Sall,
BamHI y Kpnl (obtenidas de New England BioLabs) bajo las condiciones sugeridas por
la companiia. A corde con la tabla 7, el sitio Sall se encuentra rio arriba de la secuencia
que codifica para el scFv Anti-TfR1 y BamHI rio abajo de esta secuencia. Es importante
mencionar que dentro de la secuencia que codifica para el scFv previo al sitio BamHI se

localiza un sitio Kpnl que también se emplea en el analisis de restriccion.

6.8. Condiciones de induccion.

Las bacterias transformadas con las construcciones pMAL-c5X scFv Anti-TfR1
(produce la proteina MBP-scFv Anti-TfR1 en el citosol), pMAL-p5X scFv Anti-TfR1
(produce la proteina MBP-scFv Anti-TfR1 en el periplasma), se cultivaron a 37 °C toda
la noche en 5 mL de medio BHI con 100 pg/mL de ampicilina. Para activar el promotor

de lac que induce la expresion del gen malE, se tom0 1mL de dicho cultivo y se
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transfiri6 en 50 mL de BHI con ampicilina (100 pl /mL) suplementado con 0.2% de
glucosa y 0.5% de NaCl en un matraz Erlen Meyer de 250mL en condiciones de
esterilidad. Posteriormente se incub6 a 37°C en agitacion a 200 rpm (Enviro Shaker,
Lab-Line) hasta alcanzar una D.O. igual a 0.5 a 550 nm y se agreg6 el inductor IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) a concentracion de 1mM y se incubd por 2 hrs
mas. Finalmente, el cultivo se dej6 reposar durante 12 hrs a temperatura ambiente sin
agitacion.

Los cultivos bacterianos inducidos se transfirieron a tubos conicos Falcon de 50 mL y se
centrifugaron a 6000 rpm para retirar el medio de cultivo, se lavd una vez con buffer de
fosfatos (PBS 1X, pH de 7.4), posteriormente el botdn bacteriano fue resuspendido en 5
mL de buffer de columna (20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl,1mM EDTA) y se congelaron

a -20°C aproximadamente 12 hrs o hasta su uso.

6.9. Condiciones de sonicacién.

Las bacterias en buffer de columna congeladas a -20°C, descritas previamente, fueron
sometidas a sonicacion usando un sonicador Sonics Vibracell VCX 130 con una sonda
de 3mm, el cual tiene una frecuencia de 20 kHz, usando el 95% de la potencia,
colocando la muestra en un tubo de 5 mL en camara fria (hielo), con 15 ciclos por 30
seg y 30 seg de reposo. Los extractos fueron fraccionados en tubos de 1.5 mL y se
centrifugaron a 13000 rpm por 15 min y el sobrenadante fue congelado a -20°C hasta

SuU uso.
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6.10. Cuantificacion de proteina.

Los extractos fueron sometidos a una cuantificacion de proteina por medio del Kit
Pierce™ BCA Protein Assay de Thermofisher. El fundamento de este Kit es la deteccion
del Cul+ por medio del &cido bicinconinico (BCA) el cual es un reactivo cromogénico.
La determinacion fue realizada a corde a las instrucciones de la casa comercial
empleando curvas estandar de BSA (albumina sérica bovina) y realizando diluciones de
1:4 y 1:8 de nuestra proteina por triplicado. Las muestras fueron procesadas en placas
de 96 pozos y el resultado fue leido a 562 nm en el lector de placas EnSpire Multimode

Plate Reader (PerkinElmer).

6.11. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-
PAGE).

Para evidenciar la expresion de la proteina quimérica MBP-scFv Anti-TfR1 en los
cultivos inducidos, se realiz6 una electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones reductoras (SDS-PAGE) siguiendo el método descrito por Laemmli
(Gallagher 2006). Se tomaron 3X10° bacterias 6 50 ug de la proteina total de cada
muestra, cada una fue aforada a 50 pL de PBS y fueron diluidas con 50 pL de Laemmli
buffer en condiciones desnaturalizantes (0.5 M de Tris pH6.8, 2% SDS, 140 mM de 2-
mercaptoetanol, 0.1% de azul de bromofenol), posteriormente las muestras se llevaron
a 94 °C por 10 min. Las proteinas fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% siguiendo el método descrito por Laemmli (Karlsson, Ostwald et

al. 1994) y se tifleron con azul de coomasie o se electrotransfirieron a una membrana
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de nitrocelulosa. Para la electroforesis se emple6é una cdmara de electroforesis vertical
(BioRad), se emplearon 10 pL de muestra en cada carril y se aplicé una corriente de

100 volts por aproximadamente 2 h.

6.12. Ensayo de Western Blot (WB).

Las proteinas en los geles de acrilamida se electrotransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (BioRad), en el equipo de Trans-Blot® Turbo™ (BioRad) por 8 minutos.
Posteriormente se bloqued con una solucion de leche descremada al 5% en PBS 1X
durante una hora. Se realiz6 1 lavado en PBS-Tween (Tween al 0.05% en PBS 1X)
seguido de 3 lavados con PBS 1X.

Para la inmunodeteccion de las proteinas recombinantes con la proteina MBP se
empled el anticuerpo monoclonal anti-MBP inducido en ratén diluido 1:1000 (Kit New
England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification System) en buffer PBA 1X
(albumina sérica bovina al 1% en PBS 1X). Se incub6 durante toda la noche a 4°C en
agitacion suave (GyroTwister de la marca LAbnet). Posteriormente se realiz6 un lavado
con PBS-Tween, dos lavados con PBS 1X, y se incubd durante 1 hora en oscuridad con
anticuerpo anti-lgG de raton inducido en cabra (Abcam) acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) diluido 1:1000 en PBA 1X. Como solucidon reveladora se empled una
mezcla que consta de 34 mL de PBS 1X pH 7.4, 15 mL de metanol absoluto que
contiene 30 mg de cromégeno 4-cloro-a-naftol, y 1 mL de H202 al 30%. La membrana

se sumergio en esta solucion por un tiempo aproximado de 1 a 5 min.
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6.13. Ajuste MBP.

Partiendo de la proteina total cuantificada de los extractos que contienen a las proteinas
MBP-scFv Anti-TfR1 (de origen citosdlico o periplasmico) se prepararon alicuotas con
una concentracion de 0.5 uyg/uL. Se procedié a realizar una electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 10% de estas muestras, colocando 10 uL de proteina (5 pug de proteina
total) en cada pozo, los geles fueron realizados por duplicado. Posteriormente uno de
los geles fue tefido con azul de coomasie y el otro fue empleado para realizar un WB
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Al gel tefildo con azul de Coomasie
se le realiz6 una densitometria en el equipo Gel Doc EZ Imager de BioRad utilizando el
software Image Lab Software 6.0 para determinar la proporciéon de proteina MBP
presente en la proteina total de cada uno de los extractos. Empleando como referencia
la banda de la proteina MBP control (que proviene la expresion de los plasmidos PMAL
c5X 6 PMAL p5X) y las bandas de las proteinas de fusibn MBP-scFv Anti-TfR1 que
provienen de la expresion de los plasmidos pMAL-c5X scFv Anti-TfR1 y pMAL-p5X

scFv Anti-TfR1.

6.14. Ensayos de ELISA.

Con la finalidad de determinar si el minianticuerpo mantienen la especificidad por el
receptor de transferrina humana 1, se realizaron ensayos de inmunoabsorcion ligado a
enzima (ELISA). Los ensayos se realizaron en placas de 96 pozos para ELISA
(Corning). Las placas fueron sensibilizadas con 100 pL por pozo de la proteina

recombinante TfR1 (Abnova corporation) a una concentracion de 0.5 pg/mL en buffer de
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carbonatos (bicarbonato de sodio 0.1 M y carbonato &cido de sodio 0.1 M) y se incub6
toda la noche a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Tween y un
lavado con PBS 1X (todos los lavados se realizaron bajo las mismas condiciones). Se
procedio a agregar los extractos que contienen a la proteina MBP, MBP-scFv Anti-TfR1
y demas controles, ajustados a un total de 25 pug de MBP por pozo segun se describid
anteriormente. Una vez agregados los extractos se incubd la placa por 3 hrs a
temperatura ambiente en agitacion (200 RPM). Posteriormente se realizaron los lavados
requeridos y se agregaron 100 pL del anticuerpo monoclonal anti-MBP inducido en
raton (Kit New England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification System) en PBA 1X
(albumina sérica bovina al 1% en PBS 1X) a una dilucién 1:2000 y se incubd por 30 min
en agitacion a temperatura ambiente. Se realizaron los lavados correspondientes y
posteriormente se agregaron 100 pL de un anticuerpo anti-lgG de ratén inducido en
cabra (abcam), acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) diluido 1:2000 en PBA 1X y se
incubé en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente. Después de realizar los
lavados se agregaron 50 pL del sustrato TBM substrate reagent set (BD PharMigen) y
la reaccion fue detenida con 50 pL de H2SO4 2 N. El resultado fue analizado a 450 nm
en un lector de placas EnSpire Multimode Plate Reader (PerkinElmer). Se emple6 como
control positivo un anticuerpo anti-TfR1 inducido en conejo (GeneTex) en una dilucion
1:2000 en PBA 1X y un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a HRP

inducido en burro (Santa Cruz) en una dilucion 1:2000 en PBA 1X.
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6.15. Ensayos de citometria de flujo.

300 000 células Ramos (que expresan el TfR1) fueron tratadas con el equivalente de 25
Hg de proteina MBP, MBP-scFv Anti-TfR1 y demas controles y se incubo por 2 hrs a
4°C. Se realizaron 2 lavados con PBS 1X (todos los lavados se realizaron bajo este
mismo esquema) y se agrego el anticuerpo monoclonal anti-MBP inducido en ratén (Kit
New England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification System) en PBA 1X en una
proporciéon 1:200 y se incub6é a 37°C por una hora. Realizando los lavados
correspondientes se agreg6 un anticuerpo anti-lgG de ratén inducido en cabra (abcam),
acoplado a FITC diluido 1:200 en PBA 1X y se incubd a 4 °C en obscuridad por una
hora. Se realizaron lavados y las células fueron fijadas con 50 pL FiXxFACS (p-
formaldehido al 1% en PBS 1X) y se mantuvieron a 4°C hasta su lectura y analisis en el
citbmetro (CytoFLEX, Beckman Coulter). Como control positivo se empleé un
anticuerpo anti-TfR1 inducido en conejo con una dilucién 1:200 en PBA 1X y como
secundario un anticuerpo anti-IgG de conejo inducido en cabra acoplado a FITC en una
dilucién 1:200 en PBA 1X. Ambos anticuerpos se incubaron bajo las mismas

condiciones descritas para los demas anticuerpos.

6.16. Cromatografia de afinidad.

Para la purificacion de la proteina de fusion MBP-scFv Anti-TfR1 y controles, la
cromatografia de afinidad fue realizada empleando 1.5 mL de resina de amilosa (Kit
New England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification System) en una columna

para cromatografia de afinidad de 10 mL (BioRad), la resina es capaz de soportar de 6
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a 8mg de proteina por cada mL. El extracto obtenido de la sonicacion, previamente
descrito, se disolvié en 5 volimenes de buffer de columna y se dej6é pasar por gravedad
a través de la columna con la resina de amilosa, posteriormente la resina fue lavada con
18 mL de buffer de columna y para eluir la proteina MBP-scFv Anti-Tfrl se empled
Maltosa al 10 mM en buffer de columna, obteniendo de 10 a 12 fracciones en tubos de

2 mL. Estas fracciones fueron congeladas a -20°C para su posterior analisis.

7. RESULTADOS.

7.1. Obtencion del fragmento que codifica para el minianticuerpo (scFv) Anti-TfR1.
Mediante analisis bioinformaticos se disefié la secuencia que codifica para el scFv Anti-
TfR1 (tabla 3) y posterior a su sintesis fue clonada en los plasmidos pMAL c5X y pMAL
p5X. Para lograr esto, la secuencia de la cadena variable pesada (VH) y variable ligera
(VL) del scFv Anti-TfR1 fue obtenida de la secuencia del anticuerpo ch128.1 (Anti-
TfR1), reportada en la patente US 6,329,508 B1 (Fridden 2001). En nuestro disefio la
secuencia que codifica para el dominio VH esta unido a la secuencia del dominio VL por
una secuencia que codifica para una cadena de (glicinas Yy serinas:
SGSGSGGSGSGGSGS (tabla 4) (Accardi L 2010). La secuencia fue sintetizada como
un minigen (Integrated DNA Technologies) y clonada en el plasmido pMAL c2X, dando
origen al plasmido pMAL c2X scFv Anti-TfR1 (Integrated DNA Technologies). Dentro de
la secuencia del plasmido pMAL c2X scFv Anti-TfR1, el minigen que codifica para el
scFv Anti-TfR1 se encuentra flanqueado por los sitios de restriccidn Sacl en posicién 5’

y por Hindlll en posicién 3’. Para poder obtener el fragmento que codifica para el scFv
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anti TfR1 con los sitios de restriccion Sal | y BamH | que nos permitira insertarlo en los
plasmidos PMAL p5X y PMAL c5X, se realizé una PCR con los primers descritos en la
tabla 3. El fragmento resultante de 738 pares de bases, estaba flanqueado por los sitios
de restriccion Sal | en posicion 5’ y por BamHI en posiciéon 3’ (figura 1 A).

El producto de la PCR se fue analizado en una electroforesis en gel de agarosa al 1% a
80 mV por aproximadamente 1 hrs, posteriormente se localizé la banda en el gel de
agarosa (figura 1 B), fue cortada y purificada por medio del kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen). El producto de la purificacion fue digerido con las enzimas de restriccion Sal |
y BamH | (New England BioLabs), con el fin de generar los sitios cohesivos, y se utilizd
la enzima Kpn | para caracterizar el fragmento (todas las enzimas se utilizaron bajo las
condiciones sugeridas por la compafiia) (figura 1 c), posteriormente se purific6 por

medio del kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen) y se almacené a -20°C hasta su uso.
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Figura 1. Obtencién del fragmento scFv Anti-TfR 1. A. Representacion gréfica de la
estrategia de amplificacibn de la secuencia que codifica para el scFv Anti-TfR1
proveniente del plasmido pMAL c2X scFv Anti-TfR1 flanqueada con los nuevos sitios de
restriccion. B. Resultado de la amplificacion mediante PCR del fragmento que codifica
para el scFv Anti-TfR1. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de
namero pares de bases, carril 2, 3 y 4, scFv Anti-TfR1 amplificado mediante PCR. C.
Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2, scFv Anti-TfR1 digerido con las enzimas
Sal Iy BamH I, Carril 3, scFv Anti-TfR1 digerido con la enzima Kpn I.

La secuencia obtenida por medio de la amplificacién consta de aproximadamente 738
pares de bases (pb), y la digestién con la enzima Kpn | genera dos fragmentos una de
aproximadamente 606 pb y otra de aproximadamente 132 pb, en la tabla 7 se muestra

la secuencia del scFv Anti-TfR1 con los sitios de restriccion sefalado en letras
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minusculas subrayadas que corresponden a los sitios Sall en posicion 5’ y BamHI en
posicion 3’. Existe ademas otro sitio de restriccion el cual fue empleado para el andlisis
de restriccion, Kpnl, se encuentra con letras negritas. Por otro lado las letras en en color
azul representan la secuencia de union entre las dos cadenas del scFv, quedando de
esta forma 5 — Sall — subunidad VH — secuencia de union (GS) — subunidad VL —

BamHI — 3’ (tabla 7).

Tabla 7. Secuencia utilizada del scFv flanqueada por los nuevos sitios de

restriccion

scFv Anti-TfR1 nucleétidos a clonar 5'-Sall-subunidad VH—secuencia de union

(GS)—subunidad VL-BamHI-3’

ACACGCgtcgacGAGGTTCAGTTGCAACAATCAGGCCCAGAACTGGTCAAGCCAGGT
GCTTCCATGAAAATCTCCTGTAAAGCAAGTGGCTATAGTTTTACAGGGTATACTATG
AATTGGGTAAAGCAATCACACGGCGAGAACTTGGAGTGGATTGGTCGTATCAACCC
TCATAACGGGGGGACTGATTACAATCAAAAGTTCAAAGACAAGGCTCCCTTAACAG
TGGACAAATCATCTAACACCGCTTACATGGAGCTGTTGTCGTTGACCTCAGGGGAC
TCCGCCGTATACTACTGTGCGCGTGGGTACTACTATTATAGCTTGGACTATTGGGG
GCAGGGAACAAGTGTTACTGTAAGTGGTTCGGGATCTGGAGGCAGCGGAAGTGEG
CGGCAGTGGATCTCAGATTGTACTTACACAGAGCCCCGCAATCATGAGTGTCAGC
CCCGGGGAGAAAGTCACCATGACTTGCTCGGCCTCGTCGAGTATTCGCTATATCCA
TTGGTATCAACAACGCCCCGGAACGTCACCAAAACGCTGGATTTATGACACTTCTA

ATCTTGCATCTGGAGTGCCCGCACGTTTTAGTGGATCGGGTTCCGGTACCTCTTAT
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TCGCTGACGATTAGTTCAATGGAGGCGGAAGACGCGGCTACGTACTATTGTCACCA
ACGTAATTCTTACCCTTGGACATTCGGTGGGGGCACTCGCCTGGAAATCCGTTAAg

gatccGCGGCG

7.2. Obtencion del plasmido pMAL c5X scFv Anti-TfR1 que codifica para la
proteina MBP-scFv anti-TfR1 expresada en el citosol bacteriano.

El sistema pMAL c5X es un pladsmido que permite la expresion citosélica y purificacion
de proteinas del gen clonado en el marco abierto de lectura rio debajo del gen malE que
codifica para la proteina de unién a maltosa (MBP) (figura 8 A), esto genera una
proteina de fusion de la MBP con el minianticuerpo (MBP-scFv Anti-TfR1) (figura 8 A).
El gen malE se encuentra bajo el promotor “lac”, las sefiales de traduccién de la
proteina promueven la alta expresion de la proteina de fusion. Las bacterias
competentes DH5a fueron transformadas con el plasmido comercial pMAL c5X, con la
finalidad de expandirlo y obtener grandes cantidades para los ensayos de clonacion. De
las colonias obtenidas se realizo la extraccion del ADN plasmidico por medio del Kit
Plasmid Midiprep Plus (Qiagen). El plasmido obtenido fue analizado en una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, y sometido a
un analisis de restriccion con las enzimas Sal | y BamH | para la caracterizacion del
plasmido, y con el fin de estandarizar las condiciones de las digestiones enzimaticas

(Figura 2).
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Figura 2. Caracterizacion del plasmido pMAL c5X. A. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2, plasmido comercial pMAL
c5X, carriles 3, 4, 5 y 6 plasmido obtenido apartir de las clonas 1, 2,3,4. B.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2,
plasmido comercial pMAL c5X no digerido, carril 3, plasmido comercial pMAL c5X
digerido con la enzima Sal I, carril 4 y 5, plasmido de la clona 1 digerido con las
enzimas Sal | y BamH | respectivamente, los carriles 6 y 7 plasmido de la clona 2
digerido con las enzimas Sal | y BamH | respectivamente.

Una vez realizado este andlisis, el plasmido obtenido de una de la clonas fue sometido
a una doble digestion enzimatica con las enzimas Sal | y BamH |, esta digestién fue
sometida a una electroforesis en gel de agarosa al 1%, posteriormente el fragmento que
corresponde al plasmido linearizado fue cortado y purificado con el apoyo del kit
QIAquick Gel Extraction (Qiagen). EIl producto de la purificacion se puso en contacto
con el fragmento purificado del scFv Anti-TfR1 obtenido de la PCR (previamente
digerido con las enzimas Sal | y BamH |, y sometido a purificacion) para realizar la
reaccion de ligacion con ayuda de la enzima T4 DNA Ligasa (invitrogene) (figura 3).
Bacterias DH5a competentes fueron transformadas con el producto de la ligacion y

cultivadas por toda la noche. De las clonas resultantes, se extrajo el ADN plasmidico
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empleando el Kit Plasmid Miniprep Plus (Qiagen), estos plasmidos fueron sometidos a
una electroforesis en gel de agarosa al 1% con la finalidad de analizar el patrén de
corrimiento de los plasmidos, el retraso en el corrimiento en alguno de los plasmidos
obtenidos sugiere la posible insercion de nuestro fragmento de interés (figura 4 A). Con
el fin de confirmar la incorporacién del gen que codifica para el scFv anti-TfR1 al
plasmido pMAL c5X, el ADN de algunas clonas obtenidas fueron sometidas a un
analisis de restriccion con las enzimas Sal | y BamH |, ademéas de una doble digestion
con estas mismas enzimas. De esta manera se puede observar el tamafio del plasmido
linearizado pMAL c5X scFv Anti TfR1 (6391 pb) y el fragmento correspondiente al scFv

Anti-TfR1 de aproximadamente 720 pb (figura 4 B).

scFv Anti-TfR1
Jac P — 714pb G — .

Sall X

N sal / @ \

—{—BamH B

PMAL-c5X ) 'I \ mmp | PMAL-c5X-scfv Anti-TfR1
5677pb | - 6391pb i

Amp' ~~L_BamHI
Digestion Ligacion

Figura 3. Estrategia de clonacion del scFv en el plasmido pMAL c5X. En este
esquema se puede observar como por medio de la digestion en los sitios de restriccion
del plasmido pMAL c5X se generan los sitios donde fue clonada la secuencia que
codifica para el scFv Anti-TfR1.
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Figura 4. Caracterizacion del vector pMAL c5X scFv Anti-TfR1. A. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2, plasmido comercial
PMAL c5X, carriles 3 al 8, ADN plasmidico obtenido de las clonas producto de la
ligacion. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de
bases, carril 2, plasmido sin digerir de la clona 1 pMAL ¢5X scFv Anti-TfR1, carril 3, 4y
5, plasmido digerido de la clona 1 pMAL ¢5X scFv Anti-TfR1 con las enzimas Sal |,
BamH | y la doble digestion respectivamente, los carriles 6 al 9 corresponden al mismo
andlisis efectuado con la clona 2 pMAL c5X scFv Anti-TfR1. En los carriles que
corresponden a las dobles digestiones se puede observar el fragmento correspondiente
a la secuencia del scFv Anti-TfR1 de aproximadamente 720 pb.

7.3. Obtencién del plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1 que codifica para la
proteina MBP-scFv anti-TfR1 expresada en el periplasma bacteriano.

El vector pMAL p5X es una variante del plasmido pMAL c5X, la diferencia es que este
promueve la expresion peripldsmica de la proteina de fusion. Bacterias competentes
DH5a fueron transformadas con el plasmido comercial pMAL p5X y fueron cultivadas,
de las clonas obtenidas se realizé la extraccion del plasmido por medio del Kit Plasmid
Miniprep Plus (Qiagen), y fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1%

(figura 5 A). Posteriormente, los plasmidos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de
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restriccion para confirmar la presencia de los sitios de restriccion para Sal | y BamH | en

estos plasmidos (figura 5 B).

1
5000pb—"!.'.‘-‘~~ R Y p—

Figura 5. Caracterizacion del plasmido pMAL p5X. A. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2, plasmido comercial pMAL
p5X, carriles 3, 4, 5y 6 plasmido obtenido de las clonas 1, 2,3, 4 con el vector pMAL
p5X. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases,
carril 2 y 6, plasmido comercial pMAL p5X no digerido, carril 3 'y 7, plasmido comercial
PMAL p5X digerido con la enzima Sal |, carril 4 y 5, plasmido extraido de la clona 1y
digerido con las enzimas Sal | y BamH | respectivamente, los carriles 8 y 9 plasmido
obtenido de la clona 2 digerido con las enzimas Sal | y BamH | respectivamente.

El plasmido pMAL p5X de alguna de la clona 1 fue digerido con las enzimas Sal | y
BamH | para formar los sitios cohesivos, el producto de la digestién fue separado en
una electroforesis en gel de agarosa al 1% para posteriormente se purificado por medio
del kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). El producto de la purificacion se empled en
una reaccion de ligacion con la secuencia del scFv Anti-TfR1 previamente digerida con
las enzimas Sal | y BamH |. La reaccion de ligacion fue catalizada por la enzima T4

DNA Ligasa (invitrogene) (figura 6). Bacterias competentes DH5a fueron transformadas
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con el producto de la ligacion y cultivadas toda la noche en placas con agar BHI
suplementadas con ampicilina, se seleccionaron clonas y posteriormente se extrajo el
ADN plasmidico (figura 7 A). Se realizé el analisis de restriccion de dos clonas para
realizar la caracterizacion de la insercion del fragmento del scFv anti TfR1 al plasmido

PMAL p5X (figura 7 B). Las clonas fueron congeladas hasta su uso.

scFv Anti-TfR1
714pb

Sall

+ mm | PMAL-p5X-scfv Anti-TFR1

6466pb
BamHI

Digestion Ligacién

Figura 6. Estrategia de clonacion del scFv en el plasmido pMAL p5X. En este
esquema se puede observar como por medio de la digestién en los sitios de restriccion
del vector pMAL p5X se genera el sitio donde fue clonada la secuencia que codifica
para el scFv Anti-TfR1 por medio de ligacion.
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Figura 7. Caracterizacion del plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1. A. Electroforesis
en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador de pares de bases, carril 2, plasmido
comercial pMAL p5X, carriles 3 al 8, plasmido obtenido de las clonas transformadas con
el producto de la ligacion. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, Carril 1, marcador
de pares de bases, carril 2, plasmido sin digerir de la clona 1 pMAL p5X scFv Anti-TfR1
no digerido, carril 3, 4 y 5, plasmido digerido de la clona 1 pMAL p5X scFv Anti-TfR1
con la enzima Sal |, BamH | y la doble digestién respectivamente, los carriles 6 al 9
corresponden al mismo andlisis efectuado con la clona 2 pMAL p5X scFv Anti-TfR1. En
los carriles que corresponden a las dobles digestiones se puede observar el fragmento
correspondiente a la secuencia del scFv Anti-TfR1 de aproximadamene 720 pb.

7.4. Analisis de expresiéon de la proteina MBP-scFv anti-TfR1 citosolica 6
periplasmica.

Con el fin de llevar a cabo la expresion de las proteinas de fusion, bacterias
competentes BL21 (DE3) fueron transformadas con los plasmidos pMAL p5X, pMAL
c5X, pMAL p5X scFv anti-TfR1, pMAL c5X scFv anti-TfR1, que codifican para las
proteinas MBP citosolico, MBP periplasmico, MBP-scFv anti-TfR1 citosélico y MBP-
scFv anti-TfR1 periplasmico respectivamente, debido a que esta cepa bacteriana se
caracteriza en tener una alta capacidad para la expresion de proteinas. Las bacterias se
sometieron a induccién para la expresion de la proteina de fusién, para ello se realiz6
un cultivo en 50 mL de medio BHI con ampicilina (100 pl /mL) suplementado con 0.2%
de glucosa y 0.5% de NaCl en un matraz Erlen Meyer de 250mL, se incubo hasta llegar
a una D.O. de 500nm y posteriormente se agregd IPTG 1mM el cual promueve la
activacion del promotor lac presente en el sistema pMAL 5X que conforman la
estructura de los plasmidos construidos. La induccion se llevé en dos fases, una a 37°C
por 2 hrs seguido de una fase de reposo a temperatura ambiente por toda la noche. A

las bacterias inducidas se centrifugaron para eliminar el medio de cultivo y se les
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agrego buffer de columna para ser sometidas a sonicacion en frio en un sonicador
Sonics Vibracell VCX 130 con una sonda de 3mm, el cual tiene una frecuencia de 20
kHz, usando el 95% de la potencia, con 15 ciclos durante 30 seg por 30 seg de reposo,
posterior a una centrifugacion, los sobrenadantes fueron congelados hasta su uso. El
sobrenadante producto de la sonicacién fue descongelado y se le realizé una
cuantificacion de proteinas por medio de la reaccion del acido bicinconinico (BCA).

Una vez cuantificada la proteina de cada uno de los extractos se procedi6 a realizar el
andlisis de la expresion de la proteina el cual se inici6 realizando electroforesis en geles
de poliacrilamida al 12% y el andlisis de Western blot en membranas de nitrocelulosa de
las proteinas totales de las clonas transformadas con los plasmidos pMAL c5X y pMAL
p5X por medio de la deteccion de la proteina MBP, esto con la finalidad de establecer
las condiciones de induccién apropiadas. Por medio de estos ensayos se pudo observar
que la expresion de la proteina MBP (aproximadamente 42 KDa), era mayor en las
bacterias transformadas con el vector pMAL c5X (figura 8B carril 5) a diferencia de
aguellas que estaban transformadas con el vector pMAL p5X (figura 8B carril 4), esto se
debe a que el vector pMAL p5X es periplasmica, lo que la lleva a tener un proceso mas

largo de maduracion de las proteinas.
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Figura 8. Expresiéon de proteinas de las proteinas de fusidén. A. Esquema
representativo de las proteinas MBP y MBP-scFv Anti-TfR1. B. Western blot, carril 1,
marcador de peso molecular, carril 2, proteina de la bacteria BL21 (DE3), carriles 3,
proteina MBP (New England BioLabs), carriles 4 y 5, proteina extraida de las bacterias
transformadas con los vectores pMAL p5X y pMAL c5X respectivamente. C. Western
blot, carril 1, marcador de peso molecular, carril 2, proteina de la bacteria BL21 (DE3),
carril 3, proteina extraida de las bacterias transformadas con el vector pMAL c5X, carril
4 al 9 proteina extraida de las clonas transformadas con el plasmido pMAL c5X scFv
Anti-TfR1. D. Western blot, carril 1, marcador de peso molecular, carril 2, proteina de la
bacteria BL21 (DES3), carril 3, proteina extraida de las bacterias transformadas con el
vector pMAL p5X, carril 4 y 5 proteina extraida de las clonas transformadas con el
plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1.

Posteriormente se realizo el analisis por Western blot de la expresion de la proteina de
fusion por medio de la deteccion de la proteina MBP de las clonas transformadas con
los plasmidos pMAL c5X scFv Anti-TfR1 y pMAL p5X scFv Anti-TfR1 (figura 8, B y C).
Se pudo observar que la expresion de la proteina de fusidbn en las bacterias

transformadas con el plasmido pMAL ¢c5X scFv Anti-TfR1 (codifica para MBP-scFv anti-
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TfR1 citosélico, 67 KDa) era mayor respecto a las bacterias transformadas con el
plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1 (codifica para MBP-scFv anti-TfR1 periplasmico, 67
KDa), este resultado estéd acorde con lo ya observado en el kit comercial de los vectores
de pMAL 5X. Por otro lado, en el Western blot también logra apreciarse otras bandas

aparte de la de 67 KDa a la que corresponde nuestra proteina de fusion (figura 8 C y D).

7.5. La proteina MBP-scFv anti-TfR1 citosolica 0 periplasmica se une al TfR1.

Una vez confirmada la adecuada expresion de las proteinas de fusién, nos
preguntamos si el scFv Anti-TfR1 de la proteina MBP-scFv anti-TfR1 citosolica 6
periplasmica, tiene la capacidad de unirse a su antigeno el TfR1, para contestar esta
pregunta se realizaron ensayos de ELISA empleando a la proteina recombinante de
TfR1 y ensayos de citometria de flujo empleando células Ramos que sobre-expresan
este receptor. Considerando que en este paso aun el scFv anti-TfR1 esta anclado a la
proteina MBP, empleamos como control del sistema a la proteina MBP obtenida de las
bacterias transformadas con los plasmidos pMAL c5X y pMAL p5X, de tal manera que
la concentraciones de proteinas controles y proteinas de fusién adicionadas en los
experimentos estas ajustadas de tal manera que tienen la misma concentracion de
MBP, con ello tratamos de eliminar el fondo que podria estar dada por la proteina MBP
que tiene la capacidad de unirse a ciertos polisacaridos. Esto se logré por medio de
analisis de densitometria en los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomasie y

corroborando las bandas detectadas por el anticuerpo contra MBP en los Western blot.
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Una vez realizado el ajuste de proteina MBP como se describe en material y métodos,
las proteinas ajustadas fueron sometidos a ensayos de ELISA, para ello se emplearon
placas de 96 pozos, las cuales fueron sensibilizadas con la proteina recombinante TfR1
human (Abnova) en buffer de carbonatos durante toda la noche en frio (4°C). Para este
ensayo se emplearon los extractos de las bacterias sin transformar como control
negativo (BL21), los extractos de las bacterias transformadas con los plasmidos vacios
(BL21+pMAL c5X y BL21+pMAL p5X) como referencia por la inespecificidad generada
por la proteina MBP, vy los extractos de las bacterias con los plasmidos construidos
(BL21+pMAL c5X scFv Anti-TfR1 y BL21+pMAL p5X scFv Anti-TfR1) como problema y
como control positivo la deteccion directa con anticuerpos que reconocen al TfR1 (anti-
TfR1) (figura 9 B). En cada pozo se empleo el volumen equivalente a 25 ug de proteina
de MBP de los extractos y se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente en
agitacion. Para la deteccion de la proteina de fusion en el ensayo se utiliz6 como
anticuerpo primario un anticuerpo monoclonal anti-MBP inducido en raton diluido 1:2000
(Kit New England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification System) en PBA 1X
incubado por 30 min a temperatura ambiente en agitacion, y como anticuerpo
secundario un anti-IgG de raton inducido en cabra (abcam), acoplado a peroxidasa de
rabano (HRP) diluido 1:2000 en PBA 1X y se incubd en oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente en agitacion. Para la deteccion del TfR1l, se empledé un
anticuerpo anti-TfR1 inducido en conejo (GeneTex) en una dilucion 1:2000 y un
anticuerpo secundario anti-IgG de conejo acoplado a HRP inducido en burro (Santa

Cruz) en una dilucién 1:2000 (ambos fueron empleados bajo las mimas condiciones que
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los anteriores) (figura 9 Ay B), el resultado fue analizado en un lector de placas EnSpire
Multimode Plate Reader (PerkinElmer). En los resultados se puede observar que la
proteina de fusion reconoce al TfR1, ya que los pozos en los cuales se empled el
extracto de las clonas transformadas con los plasmidos pMAL c5X scFv Anti-TfR1 y
PMAL p5X scFv Anti-TfR1 presentan una mayor D.O. con respecto a los pozos control
(BL21, BL21+pMAL c5X y BL21+pMAL p5X) y han tenido una sefial similar al control
positivo (anti-TfR1). El extracto obtenido de las bacterias transformadas con los
vectores vacios (BL21+pMAL c5X y BL21+pMAL p5X) presentan una sefial por encima
del control negativo, esto podria deberse a la union no especifica de la proteina MBP a
artefactos (Figura 9 C y D). También se emplearon controles de los distintos
anticuerpos utilizados e incluso del propio sustrato con la finalidad de observar la sefial
de fondo que se pudiera generar de cada uno de los componentes utilizados en el
ensayo (figura 9 B). Estos ensayos sugieren un mejor reconocimiento de la proteina

MBP-scFv Anti-TfR1 periplasmica comparada con la proteina citosolica.
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Figura 9. Ensayos de reconocimiento del antigeno: ELISA. Ensayo de ELISA
empleando los extractos de las clonas transformadas. A. Esquema de componentes
utilizados e interacciones en el ensayo. B. Mapa de combinaciéon de los componentes
del ensayo en la placa. C. Gréfica de los resultados de la densidad 6ptica obtenida del
reconocimiento del TfR1 con los extractos obtenidos de las clonas transformadas con el
vector pMAL c¢5X y el plasmido pMAL c¢5X scFv Anti-TfR1 y los controles
correspondientes. D. Gréfica de los resultados de la densidad optica obtenida del
reconocimiento del TfR1 con los extractos obtenidos de las clonas transformadas con el
vector pMAL p5X y el plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1 y los controles
correspondientes. Ensayo representativo de al menos dos experimentos.

Una vez que se observaron los resultados de la union de la proteina de fusion (MBP +

scFv Anti-TfR1) al TfR1 por ensayos de ELISA, se procedio a confirmar estos
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resultados por ensayos de Citometria de Flujo. Esto se logré empleando células Ramos
gue sobre-expresan el receptor de Transferrina 1 (TfR1), para ello se emplearon 300
000 células en PBS 1X en un tubo de 1.5 mL para los controles problemas y se realizé
por triplicado para cada condicion, el procedimiento se realizo en frio (4°C). Las células
se pusieron en contacto con los extractos empleando un equivalente de 25 ug de
proteina MBP para cada tubo y se incubaron por 3 horas a 4°C. Posteriormente se
realiz6 el reconocimiento de la proteina de fusion (MBP-scFv Anti-TfR1 periplasmica) y
de la proteina MBP periplasmica por medio de un anticuerpo monoclonal anti-MBP
inducido en ratén diluido 1:200 (Kit New England BioLabs) y se incubd por una hora,
como anticuerpo secundario se emple6 un anti-lgG de raton inducido en cabra (Abcam),
acoplado a FITC diluido 1:200 en PBA 1X y se incub6 a 4°C en obscuridad por una

hora.
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Figura 10. Reconocimiento de la proteina TfR1 en células Ramos por la proteina
de fusion MBP-scFv Anti-TfR1: Citometria de Flujo. Citometria de flujo efectuada en
células Ramos en contacto con los extractos de las bacterias transformadas con el
plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1 y controles. (A), Control de células sin tratamiento.
(B), Control células tratadas con bacteria BL21 no transformada en contacto con los
anticuerpos primario y secundario. (C) Control de células tratadas con la bacteria BL21
transformada con el vector vacio (pMAL p5X) en contacto con los anticuerpos primario y
secundario y (D, E, F y G) Células tratadas con clonas de la bacteria BL21 transformada
con el plasmido (pMAL p5X scFv Anti-TfR1) en contacto con los anticuerpos primario y
secundario. (H) Histograma de los porcentajes de células Ramos que son reconocidas
especificamente por la proteina MBP-scFv Anti-TfR1.
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7.6. Purificacion de la proteina de fusién

Para la purificacion de la proteina de fusion (MBP-scFv Anti TfR1) bacterias BL21 (DE3)
fueron transformadas con el plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1 y fueron inducidas con
IPTG 1 mM, fueron sonicadas y el sobrenadante fue congelado por toda la noche.
Posteriormente el sobrenadante descongelado fue disuelto en 5 volimenes de buffer de
columna y se dej6 pasar por gravedad a través de una columna de cromatografia de
afinidad con resina de amilosa, la resina fue lavada con 5 volimenes de buffer de
columna y se colectaron 11 fracciones empleando maltosa 10 mM en buffer de columna
para la elucién de la proteina. El contenido de las fracciones fue analizado por medio de
western blot, lo cual revel6 la proporcion de proteina obtenida en cada fraccion. Se
puede observar que en la primera fraccion se obtienes todas las variantes de la proteina
de fusion y la sefial mas baja continta por las siguientes dos fracciones (figura 11). Las
proteinas obtenidas en las fracciones seran purificadas y empleadas para confirmar los

ensayos de union al TfR1 aqui expuestos.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14
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Figura 11. Purificacion de la proteina MBP-scFv Anti-TfR1. Membrana de
nitrocelulosa del western blot de las fracciones obtenidas de la cromatografia del
extracto de las bacterias transformadas con el plasmido pMAL p5X scFv Anti-TfR1. En
el carril 1, marcador de peso molecular, carril 2 al 14, fracciones 1 a la 13,
respectivamente.

8. DISCUSION.

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial, es la segunda causa de
muerte mas importante en la poblacion general. En este contexto, los linfomas
constituyen un grupo heterogéneo de neoplasias del tejido linfoide, en donde el Linfoma
no Hodgkin (LNH) contribuye con al menos el 50% de las causas de muerte por cancer
en personas de entre 5 a 19 afios de edad, y aunque existen diversos esquemas de
tratamiento efectivos, entre el 10-15 % presenta falla al tratamiento, con pocas
posibilidades de sobrevivir. Este panorama hace necesaria la busqueda de alternativas
terapéuticas para estos pacientes refractarios a los tratamientos habituales.

Desde hace algunos afios la inmunoterapia en cancer ha cobrado mucha importancia y
el uso de anticuerpos que reconocen antigenos asociados a tumores o especificos de
tumores, han dado resultados alentadores en los estudios preclinicos y clinicos.
Recientemente se ha desarrollado un anticuerpo quimérico ratbn/humano con la regién
constante de la IgG3 humana y la region variable de un anticuerpo monoclonal de ratén
especifico para TfR1 humana (ch128.1) (White, Taetle et al. 1990, Ng, Helguera et al.
2006), el receptor de Transferrina 1 (TfR1) es una proteina que se encuentra sobre-
expresada en algunos tipos de LNH, y que es necesaria para mantener la tasa de

replicacion de las células tumorales. El anticuerpo ch128.1 no inhibe la unién de
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Transferrina al receptor TfR1(Ng, Helguera et al. 2006, Rodriguez, Helguera et al.
2007), pero inhibe la funcion de TfR1 por induccion de su secuestro, degradacion y
reduccion de la adquisicion de Tf a largo plazo, lo cual induce deprivacion letal de hierro
en diversas células de neoplasias hematopoyéticas malignas agresivas e incurables
(Daniels, Ortiz-Sanchez et al. 2011) (Rodriguez, Luria-Perez et al. 2011). Aunque estos
anticuerpos han mostrado resultados prometedores en el tratamiento de las neoplasias
hematoldgicas, aun requieren mayor investigacion para resolver problemas como la
baja capacidad de penetracion que presentan los anticuerpos completos para alcanzar
las neoplasias solidas 6 semisoélidas como los Linfomas (Ball and Broome 2010). Una
alternativa que permite mejorar la penetracion de los anticuerpos en la zona tumoral, ha
sido el desarrollo de los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) 6 tambien
llamados “minianticuerpos de cadena sencilla”, dado que estos fragmentos no poseen
fraccion constante (Fc), inducen menos efectos secundarios sobre las células que no
expresan el antigeno y que tienen receptores Fc y ademas son moléculas de vida
media corta (Ball and Broome 2010) (Ricart 2011). En este trabajo desarrollamos un
minianticuerpo (scFv) que reconoce al receptor de Transferrina 1 (TfR1), el desarrollo
de este minianticuerpo constituido por la cadena pesada (VH) y ligera (VL) de la region
variable del anticuerpo conectada por un linker de Glicinas y Serinas lo que permite el
plegamiento necesario para mantener la capacidad de reconocimiento del antigeno,
representa una opcion para la produccion en grandes cantidades de estas moléculas

con bajos costos y mejor penetracion al microambiente tumoral.
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Para lograr esto, la secuencia de la cadena variable pesada (VH) y variable ligera (VL)
del scFv Anti-TfR1 fue obtenida de la secuencia del anticuerpo ch128.1 (Anti-TfR1),
reportada en la patente US 6,329,508 B1 (Fridden 2001). En nuestro disefo la
secuencia que codifica para el dominio VH esta unida a la secuencia del dominio VL por
una secuencia que codifica para una cadena de glicinas y serinas:
SGSGSGGSGSGGSGS (tabla 4) (Accardi L 2010). Esta secuencia descrita en la tabla
7, fue clonada en el sistema de expresion de proteinas pMAL 5X en sus versiones
citoplasmica y periplasmica (figura 3 y figura 6), lo cual da como resultado una proteina
de fusion denominada MBP-scFv anti-TfR1 esquematizada en la figura 8 A. La
clonacioén de la secuencia en el vector pMAL c5X (citosolico) nos permite obtener una
gran cantidad de proteina de fusién, en funcién de que las sefales de traduccién del
promotor promueven la alta expresion de la proteina, sin embargo, si la proteina
requiere de plegamientos especiales para su funcionalidad el uso de este vector podria
ser una desventaja. Por otro lado el uso del vector pMAL p5X (periplasmico) nos
permite tener una expresion de la proteina de mejor calidad porque se favorecen los
plegamientos especiales que ocurren a nivel de periplasma, aun cuando genere una
menor cantidad de proteina. Por esto se decidio trabajar a la par con ambos vectores y
generar dos plasmidos: pMAL c5X scFv Anti-TfR1 y pMAL p5X scFv Anti-TfR1. Los
ensayos de Western blot confirmaron la expresion de la proteina tanto en la version que
se expresa en el citosol como en la version que se expresa el periplasma, con un peso
aproximado de 67 KDa acorde a lo esperado y ademas se puede apreciar la diferencia

en la expresion de la proteina de fusiéon MBP-scFv anti-TfR1 tanto en citosol (figura 8 C)
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como en periplasma (figura 8D). Los ensayos de la capacidad de la proteina MBP-scFv
anti-TfR1 de unirse al TfR1 en los ensayos de ELISA, muestran una mejor union de la
proteina obtenida en el periplasma (figura 9) comparada con la que se expresa en
citosol. Estos resultados fueron confirmados por citomeria de flujo de la proteina
expresada en el periplasma y en donde se logra apreciar unidn especifica de la proteina
MBP-scFv anti-TfR1 al receptor de transferrina 1 entree un 50 y 70% de las células de
linfoma no Hodkgin que expresan este receptor (Figura 10), estos ensayos fueron
realizados a 4 °C para evitar la internalizacion del TfR1 una vez que se uniera al
minianticuerpo. En los ensayos de ELISA y citometria de flujo, las proteinas fueron
ajustadas a la cantidad de MBP presente tanto en los controles como en la proteina de
fusion para restar la unién inespecifica que podria ocurrir por la accion de la unién del
MBP al disacarido a-D-glucopiranosil (1-4)-D-glucopiranosa y con una menor afinidad a
la amilosa, la cual es un polisacarido muy similar. Estos glacidos pueden estar
presentes en una gran variedad de componentes celulares. Finalmente, en este trabajo
se iniciaron los procesos de purificacion de la proteina de fusibn MBP-scFv anti-TfR1
expresada en el periplasma mediante ensayos de cromatografia de afinidad, através
del método sugerido por el Kit New England BioLabs pMAL Protein Fusion & Purification
System, empleando resina de amilosa, acorde con los resultados del Western blot
realizados a las fracciones obtenidas, la proteina de fusion se obtuvo en mayor
cantidad en las tres primeras fracciones (figura 11). De estas fracciones se procedera a
purificar mediante dialisis, a la proteina de fusibn MBP-scFv anti-TfR1 para

posteriormente someterla a la digestiébn enzimatica que liberara al scFv anti-TfR1 y con
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ella realizar los ensayos de union al antigeno y de la probable induccién de muerte por

deprivacion de hierro de las células de linfoma no Hodgkin.

9. CONCLUSION.

Con base en estos resultados podemos concluir que hemos desarrollado una proteina
de fusiobn MBP-scFv anti-TfR1, que contiene al minianticuerpo scFv Anti-TfR1 que
reconoce al receptor de transferrina 1 en células de linfoma no Hodgkin, y este
reconocimiento se ve favorecido si la expresion de esta proteina de fusion ocurrio en el

periplasma bacteriano.
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