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RESUMEN
Kevin Christian Bermea de Leén  Fecha de graduacién: Diciembre, 2015
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Candidato para el grado de Maestro en Ciencias con Orientacion en
Biologia Molecular e Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Ingenieria Genética

Titulo del estudio:

DESARROLLO DE ANTICUERPOS DE CADENA SENCILLA
CONTRA LA HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANO

Introduccion. La hormona de crecimiento humana (hGH) tiene como
funcidon mas destacada el fomentar el crecimiento lineal de nuestro
cuerpo. Su produccidn y liberacion es inducida por el hipotalamo a
través de la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH)
e inhibida por la somatostatina. Una vez secretada, la hormona
estimula su receptor (GHR) en el higado, lo que hace que se libere el
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), siendo este ultimo
el principal efector de este eje.

Cuando la hGH es producida en exceso aparecen diversas
patologias con importantes repercusiones clinicas, como lo son el
gigantismo y la acromegalia, ademéas de que también se ha visto
produccién local de esta hormona en algunos canceres, como el
cancer de mama.

El gigantismo y la acromegalia poseen una serie de complicaciones
que incluyen problemas cardiovasculares, deformidades Oseas,
aumento en el riesgo de desarrollar diabetes y cancer.

Debido a que la principal causa de sobreproduccion de hGH son los
tumores hipofisarios, la terapia inicial para el gigantismo y la
acromegalia consiste en la escision quirdrgica de estos tumores. Sin
embargo, la tasa de éxito oscila entre un 50-80% y el resto de los
pacientes deben someterse a una terapia farmacolégica de por vida.




Actualmente existen tres grupos de farmacos los cuales se
administran en estos pacientes, los antagonistas del GHR, analogos
de la somatostatina y agonistas de la dopamina.

La eficacia del tratamiento se monitorea a través de los niveles de
IGF-1. Desafortunadamente se necesita la combinacion de por lo
menos dos farmacos para alcanzar los niveles de IGF-1 éptimos y
evitar las complicaciones de estas enfermedades.

Los farmacos actuales se asocian a una serie de efectos adversos o
limitaciones que incluyen molestias digestivas y aumento en el riesgo
de desarrollar colecistolitiasis para el caso de los analogos de la
somatostatina; alto costo para el caso de los antagonistas del GHR y
pobre eficacia como monoterapia para la carbegolina.

Objetivo. Este proyecto pretende desarrollar un anticuerpo de
dominio Unico contra la hGH y con éste, dar pauta para el desarrollo
de un nuevo inhibidor de la hGH con un blanco que no se habia
intentado antes, el secuestro directo de la hGH.

Metodologia. Para el desarrollo de esta molécula se partio de una
biblioteca de anticuerpos de dominio Unico (sdAbs) inmune y una
nativa, ambas provenientes del tiburon cornudo Heterodontus
francsici, a estos anticuerpos se les conoce como nuevos receptores
de antigeno variables (VNARS).

Los anticuerpos provenientes de esta especie tienen como ventaja
una mayor produccion, mayor solubilidad, menor tendencia a la
agregacion y mayor termoestabilidad, lo cual facilita su produccion
biotecnologica.

La seleccion de los anticuerpos se realizé utilizando la técnica de
despliegue de fagos. Una vez terminadas las rondas de seleccion se
enviaron a secuenciar los insertos para corroborar que la secuencia
aminoacidica del producto proteico correspondiera a la de un VNAR.

A partir de las clonas obtenidas se extrajo el vector y se introdujo a
una cepa de Echerichia coli para su produccion biotecnoldgica.
Finalmente fueron confrontados contra la hGH en un ensayo de
ELISA para evaluar su capacidad de reconocimiento.




Resultados. Se obtuvieron cuatro candidatos con la estructura
caracteristica de los VNARs. De estos, uno presenté sefial positiva
€n un ensayo de reconocimiento.

Conclusién. Se logré obtener un sdAb con capacidad de
reconocimiento hacia la hGH.

Perspectivas. Seguir tamizando clonas, optimizar la produccién y
hacer pruebas de afinidad con éste y otros posibles candidatos
obtenidos en futuros tamizajes y posteriormente pasarlos a ensayos
de inhibicion de la actividad de la hGH en un modelo in-vitro de
diferenciacién adipocitica y un modelo in-vivo de inhibicion de la
actividad de la hGH en ratas hipofisectomizadas a las cuales se le
administra esta hormona.
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1. Introduccidn

1.1 Locus de la hormona de crecimiento humana

El gen responsable de la sintesis de la hormona de crecimiento humana (hGH),
referido como hGH-1 o hGH-N, se localiza en la banda 24.2 del cromosoma 17
[1]. Este locus del genoma humano incluye otros cuatro genes relacionados [2],
gue se ha postulado surgieron por duplicaciones génicas. Uno de esos genes
codifica para una variante de la hGH que se le conoce como hGH-2 (0 hGH-V);
otros dos, llamados CSH-1 (CSH-A) y CSH-2 (CSH-B), que codifican para el
lactogeno placentario o también denominado somatomamotropina corionica
(CSH). Cabe recalcar que el producto maduro de ambos genes es idéntico [3].
El gen restante, el pseudogen CSH-L, posee una mutacion que interfiere con la
remocion de su segundo intrén. Todos estos otros genes se expresan en la

placenta.
1.2 Sintesis y regulacion

La hGH es secretada principalmente por la glandula pituitaria y fomenta el
crecimiento lineal de nuestro cuerpo. Manifiesta dos picos de secrecién, uno en
el primer afio de vida y el otro en la pubertad; tras este Ultimo, sus niveles

disminuyen gradualmente.

La secrecion de la hGH es pulsatil y es regulada por el hipotdlamo a través de la

somatostatina y la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH). La
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primera inhibe su secrecion y la segunda promueve su liberacion. Los receptores
de ambas son receptores ligados a proteinas G, sin embargo el receptor de
GHRH es de tipo Gs a diferencia del receptor de somatostatina, que es de tipo

Gi[4].

La hGH participa también, aunque en menor medida, en el metabolismo
energético, por lo que su secrecidon también se encuentra regulada por los
niveles de acidos grasos libres y glucosa en sangre. Al disminuir los niveles de
estos la secrecion de GHRH aumenta y subsecuentemente aumenta la de la
hGH teniendo como efecto final el aumento de la glucosa y de los acidos grasos
en sangre. Por otro lado, su secrecion disminuye con la ingesta de carbohidratos

y aumenta con la de aminoacidos esenciales [5].
1.3 Mecanismo de accion

Para ejercer su efecto la hGH debe unirse a su receptor (GHR), una proteina
transmembranal perteneciente a la familia de los receptores de citocinas tipo I.
Al unirsele la hormona, provoca su dimerizacién y enseguida la activacion de la
via de JAK2-STAT5 promoviendo el crecimiento y la supervivencia celular [6]. La

interaccion entre hGH y GHR se da en dos sitios diferentes denominados sitio 1
y 2.
El principal érgano blanco de la hGH es el higado, donde induce la expresion del

gen IGF-1 (factor de crecimiento similar a la insulina), el principal responsable de

los efectos de la hGH sobre el organismo [7].
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El gen del GHR, gracias a un corte y empalme alternativo de su ARN mensajero
(RNAm), da origen también a la proteina de unién a la hGH (hGHBP), que es la

encargada de transportarla en el plasma [8].

1.4 Enfermedades asociadas a la hGH

La sobreproduccion de hGH se ha relacionado con dos padecimientos
importantes: acromegalia y gigantismo. Su incidencia es de 40-70 y 3-4
individuos por cada millon de habitantes respectivamente, siendo la edad media

de aparicion la tercera década de la vida [9].

Mas del 95% de los casos de acromegalia y gigantismo son causados por
adenomas hipofisarios. Otras causas menos frecuentes son la neoplasia
endocrina multiple, sindrome de McCune—Albright, neurofibromatosis, secrecion
ectopica de hGH o GHRH por tumores malignos, esclerosis tuberosa y el

complejo de Carney [10-16].

Alrededor del 40% de los tumores secretores de hGH poseen una mutacion en
el gen que codifica para la subunidad alfa de la proteina estimuladora
heterodinamica de union a GTP. Esta mutacion genera una activacion continua
de la adenilciclasa, lo que promueve la expresion del gen HGH-N y la secrecién

de hGH [17].

Debido a la amplia gama de efectos y tejidos blanco que tiene el eje hGH/IGF-1
en el organismo, estos dos padecimientos presentan un gran numero de
complicaciones afectando a varios sistemas, éstas se exponen en la tabla 1 [18-

25]:
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Tabla 1. Complicaciones del gigantismo y acromegalia desglosadas por sistemas.

Corazén Aumento en la masa muscular  Adelgazamiento  Aneurisma cerebral/EVC Urolitiasis Diabetes Cancer
acromegdlico de la piel
Hipertrofia ventricular Lumbalgic Compresién nerviosa SAOS
Hipertensién arterial Cifosis Radiculopatias Fatiga
Debilidad muscular Organomegalias

SAQOS= Sindrome de apnea obstructiva del suefio; EVC= Evento vascular cerebral.

Se ha demostrado un incremento en la mortalidad de los pacientes con
acromegalia de aproximadamente 2.5 veces, lo cual se revierte con la

normalizacion de los niveles de hGH e IGF-1 [26].

Con respecto al cancer, recientemente se ha estudiado la produccién local de
hGH y la expresion de su receptor en ciertos tipos de neoplasias. Entre las
neoplasias mas estudiadas se encuentra el cancer de mama, para lo que se ha

documentado expresion de hGH y GHR mayores que en tejido sano.

En experimentos de xenotrasplantes de células tumorales a ratones desnudos
tratados con un inhibidor comercial del GHR, se vio una disminucion importante
en el crecimiento tumoral en comparacion con los ratones no tratados. También
existe evidencia que sugiere que la produccion local de hGH es inducida por
progesteronay que el 72% de los carcinomas ductales son positivos para el GHR

[27].

En cancer de colon, se ha relacionado la expresion de GHR con el potencial
metastasico. De hecho se encontré que la inhibicion del GHR con un ARN de

interferencia (ARNI) disminuia de manera importante el tamafio de tumores
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derivados de células de cancer de colon con un efecto comparable al obtenido
con 5-flurouracilo [28]. Asimismo, un estudio in vitro demostré que la inhibicion
del GHR con un ARNi disminuia de manera importante la capacidad proliferativa
y potencial metastasico en las lineas celulares HPAC y PANC-1 de cancer

pancreatico [29].

Mientras que para el caso de lesiones metastasicas del melanoma, se ha visto
un aumento en la proliferacién mediado por hGH y en la expresion de GHR [30].
Asimismo, se ha detectado la presencia de GHR en biopsias de
craneofaringiomas y se evidencio que al estimular in vitro a las células de estos
tumores con hGH, se induce su proliferacion [31]. En tanto que en el cancer
prostatico, se ha detectado secrecion de hGH en algunas lineas celulares

derivadas, por lo cual se sugiere que existe secrecion local de la hGH [32].

1.5 Terapias actuales

El tratamiento de primera linea de la acromegalia es la reseccion quirdrgica
transesfenoidal de la glandula pituitaria [99]. Las complicaciones de la cirugia
incluyen sangrado, derrame de liquido cefalorraquideo, meningitis, desbalance
hidroelectrolitico e hipopituitarismo [93-95]. El éxito de la misma cirugia esta
ligado a la experiencia del cirujano y al tamafio de los adenomas, consiguiendo
una remision completa en alrededor del 85% cuando se trata de microadenomas
(tumores con diametro menor a 1 cm) y entre 40-50% cuando se trata de

macroadenomas (tumores con diametro mayor o igual a 1 cm) [93, 96, 97].
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La recurrencia de la enfermedad en los pacientes a los cuales se les practica un

abordaje quirargico oscila entre un 2-8% [93, 97, 98].

Los pacientes que no hayan conseguido una remisibn completa de la
enfermedad, o bien, no hayan sido candidatos a un abordaje quirdrgico, tendran

que recibir tratamiento farmacoldgico de por vida.

Para el tratamiento de estos padecimientos se cuenta con tres tipos de
medicamentos, los analogos de la somatostatina, un antagonista del GHR
(pegvisomant) y los agonistas de la dopamina [33]. Los andlogos de la
somatostatina utilizados son el octreétido y el lanreétido. La efectividad de los
analogos de la somatostatina oscila entre 17-35% [34-37]. Los efectos adversos
gue ocurren con mayor frecuencia son dolor abdominal, flatulencias y diarrea;
ademas de que en aproximadamente 25% de los pacientes se ha visto el

desarrollo de colecistolitiasis [38].

Por su parte, el pegvisomant es actualmente el Unico antagonista del GHR
disponible en el mercado. Este medicamento es la version pegilada de la
molécula B2036, la cual es una mutante de la hGH con aumento en la afinidad
por el GHR, ademas de una mutacién que nulifica su actividad biologica [39]. El
pegvisomant actia directamente en el higado inhibiendo la secrecion de IGF-1

[40].

La mutacion G120K es la responsable de nulificar sus efectos biolégicos. Este
residuo se encuentra en el sitio 2 y su importancia para los efectos bioldgicos de

hGH fue planteada debido a que un estudio en ratones transgénicos, que
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expresaban la mutante G119A de la GH bovina (bGH) presentaban una
importante supresion de su crecimiento [41], y posteriormente se demostré que
se obtenia un efecto similar con la mutacion G120R llegando a la conclusion de

gue la glicina 120 es crucial para la actividad de la hGH [42].

Para el incremento en la afinidad por el GHR se realizaron mutaciones en
residuos aminoacidicos presentes en el sitio 1, las cuales se habia demostrado
previamente que eran capaces de incrementar la afinidad de la hGH por la forma
soluble de su receptor (h\GHBP) [43] y existe evidencia de que este incremento
en afinidad por el GHR puede favorecer la capacidad inhibitoria de la molécula

[44].

Las mutaciones presentes en el sitio 1 de esta molécula son H18D, H21N,
R167N, K168A, D171S, K172R, E174S y 1179T, las cuales incrementan la
afinidad por la hGHBP en alrededor de cinco veces [45, 46]. Sin embargo, no

parecen ejercer efecto sobre la afinidad hacia el GHR [45].

En cuanto a la efectividad del pegvisomant, un estudio en 1288 pacientes
encontré que solo el 63% de los pacientes tratados con pegvisomant normalizé

sus niveles de IGF-1 [47].

Los principales efectos adversos del pegvisomant son el incremento en el
tamafo del adenoma hipofisario, ademas de un incremento en las enzimas
hepaticas. Se ha reportado que entre un 3-5% de los pacientes tratados con

pegvisomant presentan un aumento de tamafo de su adenoma hipofisario y se
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propone que esto es debido a la falta de retroalimentacion negativa por parte de

IGF-1 [48, 49].

En lo que respecta a las enzimas hepéticas, un grupo de investigadores reporto
un incremento de éstas en alrededor del 9% de los pacientes tratados con
pegvisomant, por lo que los expertos recomiendan un monitoreo periédico de la

funcién hepética [50].

El uso de los agonistas de la dopamina, como la carbegolina, es recomendado
unicamente cuando los pacientes presentan una modesta elevacion de los
niveles de IGF-1 y hGH [51]. La normalizacion de los niveles de hGH e IGF-1 se
consigue aproximadamente en el 30% de los pacientes [52]. Sin embargo esta

eficacia se ve disminuida con el paso del tiempo [53].

La combinacion de los analogos de la somatostatina y el pegvisomant ha
demostrado ser la terapia mas eficaz, normalizando los niveles de IGF-1 hasta
en un 95% de los pacientes. Desafortunadamente 27% de los pacientes tratados

desarrollaban una elevacion en las transaminasas [54].

También se ha medido el efecto que tiene el adicionar pegvisomant a la terapia
de pacientes que son tratados con carbegolina, siendo el resultado un
incremento en el porcentaje de pacientes en los cuales se alcanzé una
normalizacion de IGF-1 de un 11% a un 68%, lo cual disminuia a 28% al

suspender la carbegolina [55].

Por dltimo, la combinacion de carbegolina con los analogos de la somatostatina

logra un control de la enfermedad en un 42-60% de los pacientes [52, 56].
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1.6 Anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas producidas por el sistema inmune de los
vertebrados encargadas de neutralizar elementos extrafios al organismo. La
estructura de los anticuerpos de la mayoria de los vertebrados consta de dos
cadenas pesadas (H) iguales y dos cadenas ligeras (L) idénticas, unidas

mediante enlaces disulfuro (Figura 1).

-~ ~
g VH VH Y Fv
L J ; L
Fab— | ¢ =\
P dEEn 4
- A
A
- Fc
1l 1

Figura 1. Estructura basica de un anticuerpo. Las cadenas que se muestran lateralmente
corresponden a las cadenas ligeras y las centrales a las cadenas pesadas. Fab: fragmento de
unién a antigeno; Fv: fragmento variable; Fc: fragmento cristalizable.

La conformacion resultante de la union de las cadenas posee tres unidades
estructurales; dos de éstas son idénticas y se encargan de la unidn del antigeno.
A estas subunidades se les conoce como fragmento de unién a antigeno (Fab);
la tercera unidad, el fragmento cristalizable (Fc), se encarga de la interaccion con
los sistemas efectores (complemento, fagocitos, eosinéfilos). A su vez, podemos
dividir al Fab en una porcion constante y un fragmento variable (Fv). La porcion
constante esta conformada el dominio constante 1 de las cadenas pesadas (CH)

y el dominio constante de la cadena ligera (CL), mientras que la Fv esta
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conformada por el dominio variable de la cadena pesada (VH) y el de la cadena
ligera (VL). Estos dominios variables poseen a su vez segmentos constantes
denominados regiones en marco (Fw del inglés framework) y segmentos de gran
variabilidad conocidos como regiones hipervariables o regiones determinantes
de complementariedad (CDRs), estas Ultimas son las responsables de la union
al antigeno y su secuencia aminoacidica es distinta entre cada anticuerpo. Los
anticuerpos poseen tres CDRs denominadas CDR1, CDR2 y CDR3. De éstas,
destaca la CDRS3 que es la de mayor grado de variabilidad entre cada anticuerpo

y a la que se le atribuye en mayor medida la union al antigeno.

Existen cinco clases de anticuerpos, llamadas inmunoglobulinas G (IgG),
inmunoglobulinas M (IgM), inmunoglobulinas D (IgD), inmunoglobulinas E (IgE)
e inmunoglobulinas A (IgA). Estas clases se diferencian entre si al poseer cada
una distintas cadenas H, las cuales son llamadas v, 4, 0, € y a, respectivamente.
Estas diferencias les confieren distinta funcion efectora a cada una de las

diferentes clases.

Algunas especies producen anticuerpos formados Unicamente por cadenas
pesadas (HcAbs) como en los casos de los camélidos y los peces cartilaginosos.
Este tipo de anticuerpos ha sido de interés para el desarrollo de métodos

diagndstico y terapias debido a las bondades de sus dominios variables [57-59].

1.6.1 Anticuerpos como opciones terapéuticas

Los anticuerpos monoclonales (MAbs) son una mezcla de anticuerpos idénticos

entre si que son producidos por una sola clona de linfocitos B. George Kéhler y
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Cesar Milstein fueron los primeros en describir una técnica para su produccion
en 1975. Esta técnica consistia en lainmortalizacion de un linfocito B al fusionarlo
con una célula de mieloma mudltiple. A las células derivadas de esta fusion se les

conoce como hibridomas [60].

En 1986 se aprobo el primer MAb para uso terapéutico llamado OKT3. Este era
de origen murino y estaba dirigido contra CD3. Se utiliz6 para tratar el rechazo a
trasplantes, sin embargo debido a la aparicion de anticuerpos anti-murino la

respuesta no fue la deseada [61].

Para resolver este problema, mediante ingenieria genética se crearon
anticuerpos quimeéricos con la Fv de anticuerpos de raton y la Fc de los
anticuerpos humanos [62]. Pero no fue hasta 1994 que se aprobara el primer
anticuerpo quimérico llamado ReoPro, el cual iba dirigido contra la glicoproteina

GPIIb/llla, siendo su aplicacion en problemas cardiacos [63].

Desafortunadamente, a pesar de obtener mejores resultados con estos

anticuerpos, algunos pacientes desarrollaban anticuerpos contra ellos [64].

Para minimizar aun mas la probabilidad de desarrollar una respuesta inmune,
mediante ingenieria de proteinas se modificaron los anticuerpos humanos para
sustituir sus CDRs por las presentes en anticuerpos de origen murino, los cuales

se dirigian hacia el blanco deseado [65].

La desventaja de este ultimo método es que la afinidad por el antigeno en
muchas ocasiones no es la misma que la del anticuerpo murino original. Esto

llevé a la necesidad de desarrollar anticuerpos humanos, sin embargo no es
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factible la inmunizacion de humanos con ciertos antigenos para la construccion
de un hibridoma, por lo que se recurrio a la técnica de despliegue de fagos para

la seleccion de anticuerpos con capacidad de union al ligando deseado [61].

1.6.2 Fragmentos de anticuerpos

El peso molecular de un anticuerpo es aproximadamente de 150 kDa y ello
impide que difunda de manera adecuada a ciertos tejidos como lo serian tumores
sélidos. Debido a lo anterior, se han clonado casetes de expresion en diversos
sistemas que codifican para fragmentos de anticuerpos, de esta manera se
obtienen anticuerpos con una vida media mas corta y capaces de penetrar con
mayor facilidad los tejidos, lo que los hace mejores para ciertas aplicaciones
como en el area de oncologia y hematologia, ademas de que de esta manera se
pueden utilizar sistemas de expresion bacterianos que facilitan su produccion

biotecnolégica [61].

Para conservar su capacidad de union a un antigeno, los anticuerpos generados
deben conservar por lo menos su dominio variable. Se ha logrado expresar
desde la region Fab de los anticuerpos hasta un Unico dominio de éstos, ya sea
proveniente de las cadenas pesadas (VH) o ligeras (VL), de los anticuerpos de

camélidos (VHH) o de peces cartilaginosos (VNAR).

También se han expresado los VH y VL como una Unica cadena polipeptidica
unida por un péptido flexible, siendo el mas utilizado el (GlysSer)s. Todo esto

para estabilizar su unién (Fv de cadena sencilla o scFv) [66]. Ademas, otra forma
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de unir estos dominios variables es a través de un enlace disulfuro (Fv

estabilizada por disulfuro o dsFv) [67].

Otra alternativa es crear homodimeros de scFvs al unir los dominios variables
con un péptido corto de alrededor de cuatro aminoacidos que los forza a adoptar

su conformacion dimérica. Estos son conocidos como “diabodies” [68].

Los dsFvs pueden ser producidos de forma dimérica (dsFv). al expresar en
tandem dos dsFv separados por una secuencia de aminodcidos flexible [69].
Existen ademas anticuerpos que constan de homodimeros de una proteina
fusion entre un scFv y un dominio CH3, conocidos como “minibodies”. Asi como
una variante en donde se afiade una secuencia flexible entre el scFv y el dominio
CH3, conocidos como “Flex minibody” [70]. Estas dos ultimas formas de
anticuerpos aparentemente no muestran disminucion en la afinidad hacia su

ligando y poseen un tiempo de vida corto [71].
1.6.3 Anticuerpos de dominio Unico

Los anticuerpos de dominio Unico (sdAbs) han adquirido recientemente mucho
interés en el area de la biomedicina. Son producto de la clonacién y expresiéon
del dominio variable de una Unica cadena de anticuerpo, pudiendo provenir de
las cadenas pesadas o ligeras de anticuerpos humanos (VH o VL

respectivamente), o bien, de los HcAbs, VHHs y VNARs [72].

Desde la década de 1980 los VH y los VL fueron propuestos como moléculas
gue serian de gran utilidad como herramientas diagnosticas y terapéuticas,

debido a que son los dominios responsables de la unidén hacia un antigeno.
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Desafortunadamente se presentaron algunas dificultades para su produccion

biotecnoldgica debido a la tendencia a la agregacion de estas moléculas [73].

El descubrimiento de los HcAbs hizo mas factible la posibilidad de producir estos
anticuerpos para los intereses de la industria biomédica. Estos fueron
identificados inicialmente en camélidos al constatar que carecian de cadenas
pesadas [57]. Se propuso y posteriormente se comprob6 su mayor solubilidad y
resistencia a la agregaciéon [74], caracteristica que también comparten los
VNARs de por ejemplo tiburén [72]. En la tabla 2 se resumen las ventajas y

desventajas de los tipos de sdAbs.

Tabla 2. Comparacién entre los sdAbs de origen humano, camélido y peces cartilaginosos.

Tipode anficuerpo VNAR

Humana Nativa Camélidos (inmune y Peces cartilaginosos
Sintética Sintética no inmune) (inmune y no inmune)
Ratones Sintética Nativa
transgénicos Semisintética Sintética
Semisintética
Caracteristicas Baja solubilidad Moderada Alta solubilidad Alta solubilidad
Tendenciaa solubilidad Sin fendenciaa Sin tendencia a agregar
agregar Tendenciaa agregar Alta expresion
Baja expresion agregar Alta expresién
Moderada

expresion

Actualmente los sdAbs estdn siendo investigados como potenciales
herramientas diagndsticas y terapéuticas. Entre algunas de las proteinas que
son blanco de estas moléculas se encuentran la proteina NS1 del virus del
dengue tipo 2 [75], el factor activador de células B [76], interleucina-1, TNF-q,
VEGF [77], células endoteliales de la microvasculatura cerebral [78], factor de
Von Willebrand [79] y la hGH fusionada a la proteina verde fluorescente

superenrrollada [80], entre otros.

28

——
—



La empresa Ablynx es una de las lideres en el desarrollo de sdAbs para fines
terapéuticos y actualmente cuenta con las patentes de varios que se encuentran
ya en fases de investigacion clinica. En la tabla 3 se muestran algunas de estas

moléculas y la fase de investigacion en la que se encuentran.

Tabla 3. Etapas de desarrollo de algunos sdAbs cuya patente pertenece a la empresa Ablynx.

T S S e e e e
F

Hematologia caplacizumab wW
Inmunclogia/infectologia  ozoralizumals TNF-c [

ALX-0081 IL-6R

ALY-0751 IL-17FHILT7 A e J
Oncoelogia Diversos Diversos [ Y
Afecciones éseas ALX-0141 RANKL e J
MNeumologia ALX-0171 RSV I
Oftalmoelogia Eninvestigacién  VEGF e
Neurologia Eninvestigacién  Confidencial 3
Otros En Investigacién CXCR2 e

VWEF: factor de Von Willebrand; IL-6R: receptor de la interleucina 6; IL-17F-IL17A: interleucina
17F-interleucina 17A; RANKL.: ligando del receptor activador para el factor nuclear k-p; RSV:
virus sincicial respiratorio; VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular; CXCR2: receptor
de la interleucina 8-B. Datos obtenidos de su pagina de internet www.ablynx.com.

1.6.4 Tecnologias para el desarrollo de anticuerpos

1.6.4.1 Despliegue de fagos

La tecnologia de despliegue de fagos consiste en la expresion de un péptido, ya
sea una proteina completa o Unicamente un dominio de ésta, en la superficie de
un bacteriofago, para después confrontarla con otro péptido de interés. Esta
tecnologia es utilizada principalmente para estudiar las interacciones proteina-

ligando y para el desarrollo de anticuerpos.

Para el desarrollo de anticuerpos utilizando esta tecnologia se requiere de la

construccién de una biblioteca de anticuerpos. Mediante la clonacion del ADN
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complementario (ADNc) al ARNm que codifica para los Fabs, Fvs o dominios
variables de los anticuerpos en un vector fagémido. Este permite expresar el
anticuerpo fusionado a una proteina estructural de un bacteriéfago ademas de
poseer el origen F1, que es una secuencia reconocida por la proteina pV y que

le facilita su empaquetamiento en el bacteriéfago.

Una vez obtenida esa construccion, una cepa de E. coli es transformada con este
vector y posteriormente infectada con un bacteriéfago cooperador. Este posee
un gen de resistencia a antibiotico y una mutacion en el origen F1 que disminuye
las probabilidades de empaquetamiento en el bacteriéfago. Esto permite la
expresion de las proteinas estructurales restantes del bacteriéfago y el

empaqguetamiento del ADN del fagemido en la capside del bacteriéfago.

Posteriormente se confrontan los bacteriéfagos con el antigeno blanco, unido por
ejemplo al fondo de una placa de plastico de las que se usan para hacer
microtitulaciones. Enseguida se lavan los bacteriéfagos no unidos y luego se
eluyen los bacteriéfagos adheridos, para reinfectar con estos a E. coli y repetir
este ciclo de manera seriada. Al final los anticuerpos obtenidos se caracterizan
y se expresan para corroborar su capacidad de reconocimiento y medir su

afinidad por el ligando [81].
1.4.1.1 Bibliotecas de anticuerpos

Las bibliotecas pueden ser inmunes, nativas, sintéticas y semi-sintéticas. Las
bibliotecas inmunes son construidas a partir de individuos o animales expuestos

previamente al antigeno deseado. Ofrecen la ventaja de que aumentan las
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probabilidades de obtener anticuerpos especificos con alta afinidad hacia el

ligando.

Las bibliotecas nativas provienen de individuos o animales a los cuales no se les
administré indujo una respuesta inmune contra el antigeno deseado. Estas
suelen requerir de técnicas de evolucion in vitro y usualmente de bibliotecas de
muy alta complejidad (nimero de fagos recombinantes diferentes) para obtener

anticuerpos con alta afinidad.

Las bibliotecas sintéticas son de gran utilidad cuando la proteina blanco es un
antigeno propio. Para generarlas se parte de una biblioteca nativa y utilizando
técnicas de biologia molecular para que, mediante recombinacion homadloga de
los genes que codifican para las regiones variables de los anticuerpos, se
aumente la complejidad de ésta y se incrementen de manera importante las

probabilidades de obtener anticuerpos contra esta clase de antigenos [82].

Debido a que la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos hacia un
antigeno esta dada por sus CDRs, las bibliotecas semi-sintéticas se basan en la
mutacion de las regiones CDRs de los dominios variables de los anticuerpos,
dejando intactas sus regiones en marco. Al principio éstas fueron utilizadas para
mejorar la afinidad de algunos anticuerpos aislados los cuales no tenian la
afinidad deseada [83]. Sin embargo, actualmente se utilizan para tener
bibliotecas con gran diversidad que permiten el aislamiento de anticuerpos para

diversos fines [84].
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1.6.4.2 Despliegue de células

Los anticuerpos ademas de ser desplegados en bacteri6fagos, pueden ser
también desplegados en la superficie de las células microbianas como bacterias
o levaduras [85-89]. Para esto se hace una fusion del anticuerpo con una
proteina de superficie da la célula utilizada, se confrontan contra un antigeno
marcado con un fluorocromo para finalmente seleccionarlos mediante citometria

de flujo [90].
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2. Justificacion

Tradicionalmente la hGH se ha relacionado con diversas patologias con
importantes repercusiones clinicas. Sin embargo, recientemente han surgido
nuevos descubrimientos que la han asociado con patologias en las cuales esta
hormona pudiera estar jugando un importante papel fisiopatogénico, tales como

el cancer.

El contar con un sdAb contra la hGH podra ser util para el tratamiento de las

enfermedades asociadas a ésta; ademas de en su diagndstico e investigacion.
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3. Objetivo general:

Producir VNARSs contra la hormona de crecimiento humana
3.1 Objetivos particulares:

1) Inmunizacion de un tiburén de la especie Heterodontus francisci.

2) Construccion de una biblioteca de bacteriéfagos portadores de VNARS.
3) Seleccion de los VNARs candidatos con mayor afinidad hacia la hGH.
4) Produccion en el laboratorio los VNARs candidatos.

5) Evaluacion de su capacidad de reconocimiento de la hGH.
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4. Estrategia general

o Transformacion de E.
Inmunizacién de un

: d coli con los fagémidos
tiburén de la especie de los VNARs
Heterodontus francisci candidatos

Seleccion por Ensayo de
secuenciacién y por - - reconocimiento de
produccion los VNARSs hacia la
hGH

l I Clonacién de las Induccién de las clonas
secuencias codificantes candidatas y extraccién

para VNARs y realizacion de proteinas

de rondas de seleccién peripldsmicas

Figura 2. Estrategia general para el desarrollo de los VNARs anti-hGH.

5. Materiales y métodos

5.1 Materiales

Tubos Eppendorf (0.2 mL, 0.5 mL, 1.5 mL y 2 MI)(CTR), tubos Falcon de 15 mL
y 50 mL (CTR), placas de ELISA de 96 pozos (Uniparts), Placas de ELISA de 96
pozos para luminiscencia (Costar), puntas para micropipeta blancas, amarillas y
azules (Uniparts), puntas con filtro (10 pL, 200 pL y 1 mL) (CTR), pipetas 10mL,
25 mL y 50 mL (CTR), placas de Petri (Uniparts), jeringas de plastico (3 mL, 5
mL y 10 mL)(CTR), bisturies de acero (CTR), cubetas de electroporaciéon (Bio-

rad), papel aluminio (CTR).
5.2 Reactivos

Adyuvante de Freund (Sigma-Aldrich), hGH comercial (Genotropin, Phizer),
PBS, PBS con 3 % BSA, PBS con 1 % BSA, cloroformo (Sigma-Aldrich), etanol

100 % (Sigma-Aldrich), etanol 70%, isopropanol (Sigma-Aldrich), metanol 100 %
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(Sigma-Aldrich), acetato de amonio [Control Técnico y Representaciones, SA de
CV (CTR), Monterrey, N. L., México], acetato de sodio (CTR), cloruro de sodio
(CTR), glucosa (CTR), cloruro de magnesio (CTR), agar (CTR), cloruro de
potasio (CTR), Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich), Acido clorhidrico (Sigma-
Aldrich), acido sulftrico (Sigma-Aldrich), diéxido de carbono (CTR), sulfato de
magnesio (Sigma-Aldrich), cloruro de calcio (CTR), fosfato diacido de sodio
(Sigma-Aldrich), bicarbonato de sodio (CTR), imidazol (Sigma-Aldrich), glicina
(Bio-rad), dodecilsulfato sodico (Bio-rad), bromuro de etidio (Sigma-Aldrich),
ampicilina (Affymetrix), glicogeno (Sigma-Aldrich), carbenicilina (Invitrogen),
kanamicina (Invitrogen), tris base (Bio-rad), tween 20 (Sigma-Aldrich), leche
descremada (Sigma-aldrich), glicerol (CTR), IPTG (Sigma-Aldrich), acrilamida
(Bio-rad), TEMED (Bio-rad), persulfato de amonio (Sigma-Adrich), polietilen
glicol 8000 (Probiotek), triptona (Invitrogen), extracto de levadura (Invitrogen),
agarosa (CTR), Tripsina (Invitrogen), Master mix para Gotaq (Uniparts), trizol
reagent (Sigma-Aldrich), kit de retrotrascripcion (SuperScript lll)(Uniparts), kit de
ligacion T4 DNA ligasa (Uniparts), RNAsa, Gotaq polimerasa (Uniparts), enzima
de restriccidon Sfil (CTR), anticuerpo de raton anti-His (Abcam), anticuerpo anti-
Ilg de ratbn marcado con PE, amortiguador de digestion 4(CTR), agua miliQ y

DEPC (CTR), cepas de E. coli ER2537, BL21, fago helper M13K07 (CTR).
5.3 Metodologia

El presente estudio se llevé a cabo en los Laboratorios de Biotecnologia y de

Gendmica y Bioinformética del Departamento de Bioguimica y Medicina

36

——
—



Molecular de la Facultad de Medicina de la UANL, asi como en el Departamento
de Biologia Experimental y Aplicada del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacion Superior de Ensenada (CICESE), Baja California Norte, que dirige el

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro.

5.3.1 Inmunizacién de un tibur6n de la especie Heterodontus francisci

(CISESE)

Se inmunizaron dos tiburones de la especie Heterodontus francisci, los cuales
fueron provistos por el Laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas (LIMB)
del CICESE. En la tabla 4 se describe el protocolo de inmunizacion de los
animales. En cada inmunizacion se inocularon 50 pg de hGH junto con
adyuvante de Freund, en la primera inmunizacién se utilizo el adyuvante
completo y en las subsecuentes adyuvante incompleto. Se realizaron sangrados
previos a cada inmunizacion y el plasma de estos fue utilizado para evaluar la

respuesta del tiburén al antigeno administrado, por medio de ELISA.

5.3.2 Construccion de una biblioteca de bacteriéfagos portadores de

VNARSs (CICESE)

Después del sacrificio del tiburon, se extrajo el ARNm de los linfocitos B del
tiburén. Posteriormente se hizo una conversion a ADNc y amplificacién de las
secuencias codificantes para los VNARs mediante RT-PCR utilizando primers
disefiados por el laboratorio de Dr. Licea para su amplificacion. Estos primers

tienen adicionado un sitio de corte para la enzima Sfil, que permite la insercion
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de los amplicones al vector fagémido pComb3X, el cual posee los mismos sitios

de corte.

Tabla 4. Protocolo de inmunizacion.

11-Jul-14 X (PRE INMUNE) c/adyuvante completo

1-Ago-14 X c/adyuvante incompleto

29-Sep-14

X c/adyuvante incompleto
X c/adyuvante incompleto
X c/adyuvante incompleto

31-Oct-14 Sacrificio del Tiburén

Una vez clonadas las secuencias VNAR dentro del pCom3X, se procedi6 a
transformar con este vector la cepa de E. coli ER2537. Esta es una cepa SupE,
la cual reconoce el coddén de terminacion TGA (presente en el vector) como
codificante para acido glutamico en lugar de para una sefial de terminacion de la
traduccion, lo que permite expresar la proteina de interés (VNAR) como una
fusidn con la proteina de cubierta del fago (plll) y de esta manera expresarla en

la superficie de la particula viral.

Se realiz6 una ligacién y transformacion a pequefia escala inicialmente, ésto con
el fin de saber el nimero de transformaciones necesarias para obtener una
biblioteca con una complejidad suficiente para llevar a cabo las rondas de
seleccion. Para ésta, se realiza solamente una reaccion de ligacién y se
transforma con todo el material obtenido, se cuentan el numero de
transformantes obtenidas y con ese niumero se calcula el numero de ligaciones

necesarias para obtener una biblioteca con una complejidad de por lo menos
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5x10’. Posteriormente, se realizaron el nimero de ligaciones y transformaciones

necesarias para alcanzar esta complejidad (ligacién a gran escala).
5.3.3 Selecciéon de VNARs candidatos con mayor afinidad hacia la hGH

Una vez transformada la cepa de E.coli en cuestién, se generaron particulas
virales completas al infectarlas con fago cooperador M13K07, el cual permite
ensamblar el fago final, ya que carga en su genoma las secuencias para la

expresion de las proteinas estructurales restantes del virus en el pComb3X.

Las particulas virales fueron liberadas al medio por las células infectadas, se
procedio a su cosecha, precipitacion y concentracion para incubarlas con la hGH,
la cual fue previamente adsorbida en una placa de ELISA de 96-pozos. Después
de una serie de lavados para eliminar las particulas no unidas (que no
reconozcan a nuestro antigeno), se recuperaron las particulas que si lo

reconocieron y por lo tanto se retuvieron en la placa durante los lavados.

Con las particulas virales recuperadas por seleccién con la hGH inmovilizada,
infectd nuevamente la cepa de E. coli para amplificar la biblioteca y llevar a cabo
una segunda ronda de exposicion al antigeno. Estas rondas de seleccion se
repitieron (“panning”) cuatro veces mas para ir eliminando los fagos de menor

afinidad hacia el antigeno.

Después de cuatro rondas de seleccién, se infectd E. coli, y se sembré en agar
y se realizé una PCR en colonia para seleccionar colonias con inserto y extraer
el fagémido que cargan, para finalmente, secuenciar sus insertos; esto con la

finalidad de elegir las clonas con los insertos que poseen las secuencias
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caracteristicas de los VNARs y ausencia de mutaciones que generen codones

de paro.

Para el monitoreo de las rondas de seleccién se hizo de dos maneras, mediante
un ELISA de fagos y mediante el indicie output/input. El primero consiste en una
variante del ELISA directo en la cual se incuban los bacteri6fagos de cada ronda
en una placa con hGH adsorbida, después se realiza una serie de lavados; se
incuba con un anticuerpo anti-fago marcado con HRP y se revela. La sefal
emitida debe aumentar conforme transcurren las rondas de seleccion. El
segundo consiste en una relacion entre el nimero de colonias transformantes
obtenidas al infectar con los bacteriéfagos eluidos después de la incubaciéon y
los lavados (output) y el numero de transformantes al infectar con los
bacteriofagos totales utilizados en cada ronda (input), este indice debe disminuir

conforme transcurren las rondas.

5.3.4 Tamizaje de una biblioteca nativa (UANL)

Paralelamente al tamizaje de la biblioteca inmune se decidid6 tamizar una
biblioteca nativa la cual fue construida por el Dr. en C. Oscar Raul Fajardo
Ramirez en su proyecto de tesis doctoral [91]. Para su tamizaje se utilizo la

misma metodologia que se utilizé para para la biblioteca inmune.

Para la seleccion de clonas en este caso se probaron dos estrategias distintas,
mediante secuenciacidon como en el caso anterior y directamente por expresion,
para esto Ultimo se extrajeron los plasmidos de las bacterias de las ultimas dos

rondas y con ellos se transformé la cepa BL21 de E. coli, se sembr6 en placas
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de cultivo con antibi6tico, se levantaron colonias individuales y se hizo una
induccion a pequefia escala para detectar la proteina producida mediante
western-blot. Las clonas que al ser inducidas produjeron una proteina con un
peso molecular de aproximadamente 13 kDa fueron enviadas a secuenciar para

caracterizar su secuencia nucleotidica.

5.3.5 Produccién en el laboratorio de VNARs candidatos (UANL)

La cepa de E. coli BL21 fue transformada con los plasmidos con insertos
correspondientes a VNARs y ausencia de codones de paro, esto para llevar a
cabo la expresion de los VNARs contra hGH dado a que esta bacteria toma el
codon Amber como un codoén de paro. La induccion se hizo utilizando IPTG ya

gue el vector posee el promotor LacZ.

Una vez expresados fueron extraidos de periplasma mediante choque osmatico

para proceder a los ensayos de reconocimiento.

5.3.6 Evaluacion de capacidad de reconocimiento de VNARs hacia la hGH

(UANL)

Esto se hizo mediante ELISA en donde los extractos periplasmicos se
confrontaron contra la hGH adsorbida en una placa de 96 pozos para
luminiscencia, se utilizaron anticuerpos anti-His6 para detectar los VNARs

unidos a la hGH y se revelaron utilizando luminol.
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6. Resultados

6.1 Inmunizacion de un tiburén de la especie Heterodontus francisci

Para evaluar la respuesta de las inmunizaciones se realizaron sangrados previos
a cada una Yy pruebas de ELISA de los sueros confrontandolos contra la hGH.
Contrario a lo esperado, conforme se avanzaba en las inmunizaciones, se
observé una disminucién de la respuesta del tiburon hacia la hGH. En la siguiente
grafica se muestra la respuesta del tiburdn a través de las semanas del proceso

de inmunizacion.

0,25

o
o8]

Absorbancia
=
= =
[ un

0,05

0
Pre-inmune 1 2 3 4 Sacrificio

Inmunizacién
Figura 3. ELISA practicado al suero de tiburén.
6.2 Construccion de una biblioteca de bacteriofagos portadores de VNARsS
6.2.1 Extraccion de ARNm

Después de la extraccibn de ARNAm se corrié en un gel de agarosa el 1.5%

(figura 4). Se pueden observar las bandas 28s y 18s que corresponden a las
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principales especies del ARN ribosomal, correspondiendo el barrido restante a

las diversas especies de ARNms.

28S

18S

05ug 1pg 4pg 8pg

Figura 4. Extraccién de ARN del bazo del tiburdn. Se observan las bandas 28s y 18s. En cada
carril se muestra la misma muestra pero cargada en cantidades de 0.5 ug, 1 ug, 4ugy 8 pg. La
tincién fue hecha con bromuro de etidio y la visualizacién por irradiacién con luz ultravioleta.

6.2.2 Conversion a ADNc mediante RT-PCR
El gel que se muestra a continuacion muestra los fragmentos obtenidos mediante
RT-PCR que corresponden a las secuencias de los VNARs las cuales

corresponden a las bandas de entre 400 y 500 pares de bases.
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Amplicones de
las secuencias
codificantes para
VNARSs

Figura 5. RT-PCR del ARNm del bazo del tiburén. Las bandas de entre 400y 500 pares de bases
corresponden a los VNARSs. Del lado izquierdo se muestran los tamafios de las bandas del
marcador. Se aprecian ademdas bandas de aproximadamente 100 pares de bases que
corresponden a dimeros de primers.

6.2.3 Ligacion y transformacion de E. coli ER2537

Con la ligacién a pequefia escala se obtuvieron 2.45x107 transformantes vy
haciendo el calculo 5x107/2.45 x 107 se concluy6 que se necesitaban 2 ligaciones
para obtener la complejidad deseada. Con la ligacién a gran escala se obtuvieron

4x107 transformantes y con eso se prosiguié a las rondas de seleccion.
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6.3 Seleccionar los VNARs candidatos con mayor afinidad hacia la hGH.
6.3.1 Monitoreo de las rondas de seleccién
6.3.1.1 indice output/input

Se realizaron cuatro rondas de seleccion en la biblioteca inmune, los resultados

del input y output se muestran a continuacion:

Ronda 1 Ronda 2
Input: 1.1 x 10° Input: 2.05 x 10t
Output: 4.16 x 10° Output: 1.34 x 10°
Ronda 3 Ronda 4
Input: Incontable Input: 1.89 x 10%!
Output: 2.64 x 10° Output: 2.4 x 107

El indice output/input de las rondas de seleccion se expone en la figura 6. Contrario

a lo esperado, el indice output/input fue en decremento.
6.3.1.2 ELISA de fagos

El resultado del ELISA de fagos se expone en la figura 7. Se observa que conforme

transcurren las rondas de seleccidon se incrementa la sefal.

45

——
—



0,000004
0,0000035
0,000003
0,0000025
0,000002

Qutput/input

0,0000015
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0,0000005

0
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Figura 6. indice output/input de las rondas de seleccién en la biblioteca inmune.
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Figura 7. ELISA de fagos de las rondas de seleccion de la biblioteca inmune. Los fagos fueron
confrontados contra hGH (lado izquierdo) y contra albimina sérica bovina (BSA) como control
negativo (lado derecho).
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6.3.2 Seleccion de las clonas

La PCR en colonia muestra 27 colonias positivas (figura 8), a partir de las cuales se
secuenciaron sus insertos. De estos, dos poseian las secuencias distintivas de los
VNARSs con ausencia de codones de paro, sin embargo estas secuencias ya habian
sido previamente encontradas por el equipo de investigacion en el CICESE, por lo
gue se sospecho6 de contaminantes. Las secuencias se mantienen confidenciales

por fines de patente.
6.3.3 Tamizaje de una biblioteca nativa.

Se realizaron cuatro rondas de seleccion. A continuacion se muestran los valores
de input y output obtenidos. En la figura 9 se muestra una grafica donde se expone

el indice output/input.

Ronda 1 Ronda 2
Input: 4.7 x 10° Input: 5.7 x 10°
Output: 5.6 x 104 Output: 4 x 104
Ronda 3 Ronda 4
Input: 2 x 101 Input: 6 x 10%°
Output: 2.4 x 10° Output: 4 x 104
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Figura 8. PCR en colonia de las clonas de las rondas de seleccion 3y 4 de la biblioteca inmune. Las
clonas con amplicones de entre 600 y 700 pb fueron enviadas a secuenciar. En los recuadros se

sefialan los amplicones de las clonas con el tamafio ya mencionado. Geles de agarosa al 1.5%
teflidos con bromuro de etidio.

48

——
—



0,000014

0,000012

0,00001

0,000008

0,000006

Output/input

0,000004
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Ronda

Figura 9. indice output/input de las rondas de seleccion de la biblioteca nativa.

6.3.3.1 Seleccion de las clonas por secuenciacion

A partir de la PCR en colonia se obtuvieron 16 clonas positivas para inserto, las
cuales fueron enviadas al secuenciarlas. De éstas, dos poseian las secuencias

distintivas de los VNARSs y ausencia de codones de paro.

6.3.3.2 Seleccion de las clonas por produccién

Se transformo la cepa BL21 de E. coli con los plasmidos de las ultimas dos rondas
de seleccién y se sembraron en agar, de ahi se tomaron treinta y ocho colonias y
se indujeron por separado, ademas de que también a la par, se realiz6 una
induccion de las dos clonas seleccionadas por secuenciacion. En la figura 11 se

presenta el Western-blot de la seleccion por produccion.
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- | :
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Figura 10. PCR en colonia de las clonas de las rondas de seleccion 3 y 4 de la biblioteca nativa. Las
clonas con amplicones de entre 600 y 700 pb fueron enviadas a secuenciar, en los recuadros se
sefialan los amplicones de las clonas de con el tamafio ya mencionado. Gel de agarosa al 1.5%
tefiidos con bromuro de etidio.

15 kDa

10 kDa

Figura 11. Western-blot de la seleccién por produccion. El carril 1 corresponde al control negativo,
los carriles 2 y 3 corresponden a las clonas previamente seleccionadas por secuenciacion. Los
carriles 6 y 9 corresponden a clonas seleccionadas por produccion. El resto de los carriles
corresponden a clonas no productoras. Nétese que los productos de la induccién presentan pesos
moleculares distintos, lo cual se debe a las distintas longitudes de los sdAbs aislados. M= marcador
de peso molecular.

Las clonas fueron nombradas GHsdAb-1, GHsdAb-2, GHsdAb-3 y GHsdAb-4,

segun el orden en que fueron identificadas.
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La secuencia nucleotidica de los VNARs aislados fue traducida a proteina utilizando
métodos bioinforméticos y entre ellos destaca una diferencia importante: la longitud
de su CDR3. Esta es de 10 aminoacidos en la clona GHsdAb-1, de 30 en la clona
GHsdADb-2, de 14 en la clona GHsdADb-3 y de 18 en la clona GHsdab-4. Las

secuencias se mantienen confidenciales por fines de patente.
6.4 Produccién de los VNARs candidatos en el laboratorio

En la siguiente imagen se muestra un Western-blot con el resultado de la induccién

y la extraccion de proteinas de periplasma.

M " GHsdAb-1 GHsdAb-2 GHsdADb-3 GHsdAb-4
-
z P T P T P T P
15 kDa
% — Promy i
10 kDa e —

Figura 12. Western-blot de la induccién y extraccién de proteinas de periplasma. Las bandas
corresponden a los VNARSs producidos a partir de las cuatro clonas aisladas. Se puede apreciar la
presencia de estos en periplasma. T= proteina total; P= proteina periplasmica; M= marcador; -:
control negativo.

6.5 Evaluar la capacidad de reconocimiento de la hGH

En la tabla 5 se muestran los resultados de la luminiscencia emitida por cada una

de las clonas en el ensayo de ELISA de reconocimiento hacia la hGH.

Tabla 5. Luminiscencia emitida por las clonas obtenidas a partir de la biblioteca nativa.
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GHsdAB-1 GHsdAh-2 GHsdAb-3 GHsdAb-4

1,326403 | 6986402 249E403 | 4,97E405 1 7,126405 | 7,806+05 | 2,526+03 | 2,60E+03  1,99E+03 | 2,59E+03 | 1,65+03 | 1,06E403

9645402 | 2,08E403 | 1236403 1 5,90E403 1 5,03E404 | 1036404 5506403 | 5,506403 " 3,00EH03 | 9,66E402 |2, 38404 | 2 87E403

hGH: hormona de crecimiento humana; BSA: albumina sérica bovina. El control negativo
corresponde pozos donde se adsorbié hGH sin incubarla con el extracto periplasmico de ninguna de

las clonas.

En la figura 13 se expresan en forma grafica estos resultados.

Luminiscencia

1,00E+05

0.00E+0OD — — i _ e _— — —
hGH BSA hGH B5A hGH BSA hiGH B5A
o T T

Figura 13. Ensayo de reconocimiento de la hGH. La clona GHsdAb-2 mostr6 un nivel alto de
luminiscencia al ser confrontada contra hGH en comparaciéon con la luminiscencia obtenida al
confrontarla contra BSA. hGH= hormona de crecimiento humana; BSA= albumina sérica bovina.
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7. Discusion

La baja respuesta inmune del tiburon contra la hGH pudo influir en los pobres
resultados de las rondas de seleccion de la biblioteca inmune. Se sabe que el partir
de una biblioteca nativa permite obtener sdAbs con capacidad de reconocimiento
hacia algun antigeno deseado, sin embargo, se requiere una biblioteca de gran
complejidad para lograr obtener anticuerpos con buena afinidad, por lo que es
necesario verificar si la afinidad del sdAb aislado se encuentra en el nivel 6ptimo.
De no ser el caso, seria indispensable realizar experimentos para madurar dicha

afinidad [61].

El GHsdAb-2 aislado de la biblioteca nativa posee un CDR3 de 30 aminoacidos,
longitud que pudo favorecer su afinidad por la hGH y puede condicionar su efecto
antagonico sobre su la hGH, ya que se ha visto que la longitud del CDR3 influye en

la capacidad inhibitoria de un VNAR sobre su blanco [92].

Previamente en un laboratorio en Siria se habia desarrollado un sdAb contra hGH,
aunque estando esta fusionada a la GFP superenrollada. Ellos aislaron cinco
distintos sdAb con capacidad de reconocimiento hacia la hGH-GFP [80].
Comparando este resultado con el obtenido por nosotros se puede asumir que el
haber partido ellos de una biblioteca inmune pudo ayudarles a encontrar mas clonas
candidatas y segun lo reportado en la literatura, existe una alta probabilidad de que
los sdAbs aislados por ellos posean mayor afinidad por la hGH que los aislados en
nuestro laboratorio [61]. No obstante, harian falta estudios comparativos para probar

o descartar esta hipotesis.
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8. Conclusiones

Se logro6 obtener un sdAb con capacidad de reconocimiento hacia la hGH, que esta

siendo evaluado como un nuevo antagonista de esta hormona.

La combinacién de los métodos de tamizaje por expresion y por secuenciacion
permiti6 obtener un mayor numero de clonas candidatas para los ensayos de

reconocimiento y ademas, se comprobdé la funcionalidad predicha por la secuencia.

La tecnologia de despliegue de fagos es tan poderosa que inclusive se puede
obtener anticuerpos con capacidad de reconocimiento hacia algun ligando a partir

de una biblioteca no inmune.
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9. Perspectivas

Se pretende continuar con la caracterizacidon del resto de las clonas de la biblioteca
con el fin de aumentar el nimero de candidatos. Se pretende ademas realizar
pruebas de afinidad hacia la hGH con la plataforma biacore para corroborar que la
afinidad por el antigeno se encuentre en niveles éptimos, de no ser asi se realizarian
ensayos de evolucion in-vitro para madurar esta afinidad. Una vez concretado esto
se procedera a optimizar la produccién de los VNARs anti-hGH recombinantes
obtener la cantidad suficiente para llevar a cabo los ensayos in-vitro en un modelo
de diferenciacion adipocitica con hGH e in-vivo en un modelo de rata

hipofisectomizada.
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