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RESUMEN
Oscar Raul Fajardo Ramirez Fecha de Graduacion: Julio, 2014

Universidad Autéonoma de Nuevo Ledén
Facultad de Medicina

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

Area de Estudio: Ingenieria Genética
Titulo del Estudio:

GENERACION DE UN ANTICUERPO BI-ESPECIFICO ANTI-CD19 Y CD16
MEDIADOR DE CITOTOXICIDAD TUMORAL CD16 DEPENDIENTE.

Introduccion. Aun cuando el Rituximab (Anti-CD20) ha mejorado las perspectivas
de vida de los pacientes con linfoma u otros padecimientos en los que hay
afectacion de las células B (CD20 positivas), un porcentaje de estos pacientes no
responden a esta terapia, lo que justifica la investigacion y el desarrollo de otros
formatos y/o modificaciones de la estrategia actual, que logren superar las
limitantes del mecanismo que impide la efectividad de esta terapia. Objetivo. Este
estudio busca la transformacion estructural de los anticuerpos convencionales
para el tratamiento del cancer. Se modificara el formato de manera que el
anticuerpo pueda unirse por un extremo a una célula diana (célula expresando el
antigeno de interés, en este caso el antigeno CD19) mediante un vNAR aislado de
un tiburén inmunizado con dicha proteina, y a la vez por el otro extremo lo haga de
manera efectiva a células efectoras (macréfagos, células NK, neutréfilos, etc., en
este caso el antigeno CD16) mediante un scFv anti-CD16 para re-direccionar la
lisis mediada de las segundas hacia las primeras. Resultados. Se logro el
aislamiento de 10 clonas con la estructura canonica de los vVNARSs, de las cuales 4
mostraron cierto nivel de reconocimiento por células de una linea celular de
linfoma difuso de células grandes B (SUDHL-4); desafortunadamente estas
mismas clonas presentaron una sefial de reconocimiento sobre una linea celular
de fibroblastos de raton (NIH 3T3). Ademas se logro la caracterizacion funcional
del scFv anti-CD16, el cual a su vez fue utilizado junto con una de las secuencias
aisladas para generar el anticuerpo bi-especifico anti-CD19/anti-CD16. Dicha
molécula de doble afinidad fue analizada para su capacidad de re-direccionar la



lisis celular mediada por linfocitos CD16 hacia células tumorales CD19, en donde
no se logré encontrar la respuesta esperada, posiblemente por la falta de
reconocimiento especifico por los linfocitos CD19.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Malignidades de células B.

Las

leucemias y los linfomas pertenecen a un grupo de enfermedades

heterogéneas en las que eventos oncogénicos rompen o alteran vias moleculares

que regulan la apoptosis, la proliferacion y/o la diferenciacion de las células B o T.

Dentro de las malignidades en las que hay una alteracion de las células B, se

encuentran los siguientes padecimientos [1].

>

>

Y

YV V V VvV 'V

Leucemia linfocitica crénica B/ Linfoma de linfocitos pequenos B (LLC).
Leucemia prolinfocitica B(LPB).

Inmunocitoma/Linfoma linfoplasmocitico (+/- Macroglobulinemia de
Waldenstrom).

Linfoma del manto (LM).

Linfoma folicular cutaneo (LF).

Linfoma de la zona marginal del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT)
(+/- células B monocitoides).

Linfoma esplénico de la zona marginal (+/- linfocitos vellosos).

Linfoma difuso de célula grande B (LDCGB).

Linfoma mediastinico (timico) de célula grande B.

Linfoma intravascular de célula grande B.

Linfoma de Burkitt (LB).
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Las leucemias son un tipo de cancer de la sangre que comienza en la médula
Osea, el tejido blando que se encuentra en el centro de los huesos, donde se
forman las células sanguineas, mientras que los linfomas son neoplasias que se
desarrollan en el sistema linfatico, siendo también conocidos como tumores

solidos hematoldgicos.

Los linfomas se subdividen en diferentes tipos dependiendo de su comportamiento
clinico, molecular, morfologia celular, estirpe inmunologica y citogenética. La

clasificacion general es: linfoma de Hodgkin (LH) y linfoma no Hodgkin (LNH).

Con base en el registro de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Globocan
2012 la tasa de incidencia mundial de LNH en hombres fue de 5.6/100,000
habitantes y la tasa de mortalidad 3.2/100,000 habitantes. En mujeres las tasas de
incidencia y mortalidad mundiales fueron menores con respecto a las de los
varones: 4.1/100,000 y 2.4/100,000, respectivamente. Para México, los datos de
Globocan 2002 para hombres fueron: tasa de incidencia 4.5/100,000, tasa de
mortalidad 2.1/100,000; y para el género femenino, incidencia de 3.3/100,000 vy

mortalidad de 1.6/100,000 [2].
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Figura 1. Incidencia a nivel mundial del linfoma No-Hodgkin para ambos sexos y todas las
edades por cada 100,000 habitantes. La distribucién de los casos esta estandarizada con la edad

2.

1.2 Terapias actuales contra el LNH.

1.2.1 Esquema actual.

En 1993 se publicé un estudio que comparaba diferentes esquemas terapéuticos
(mezclas de varios agentes citotoxicos) para el tratamiento del LNH. El esquema
conocido como CHOP fue el que mostré los mejores resultados [3]. CHOP es un
acronimo de las sustancias quimicas [Ciclofosfamida, la Hidroxidaunorubicina, el
Oncovin (nombre comercial de la Vincristina) y la Prednisona] de los componentes
del actual tratamiento de primera linea en pacientes diagnosticados con LNH. A

partir de 1997, la FDA aprobd la adicion al CHOP de un anticuerpo monoclonal
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(Rituximab) dirigido contra la proteina de membrana CD20 [4-5]. La mayoria de
LNH tipo B expresan CD20 en la superficie de los linfocitos tumorales, por lo que
la adicién del Rituximab (R-CHOP) a la terapia generd un gran beneficio, al grado
de que este esquema terapéutico ha sido aceptado como la terapia de primera
linea para los pacientes con enfermedades linfoproliferativas (linfomas CD20
positivos), tales como el Linfoma Difuso de Células Grandes tipo B (LDCGB).
Actualmente R-CHOP es el tratamiento estandar, con el que el LDCGB ha logrado
ser una enfermedad potencialmente curable, puesto que su efectividad terapéutica
ha permitido reducir la mortalidad en la poblacion [6-8].

El Rituximab (nombre comercial Mabthera o Rituxan) es un anticuerpo
monoclonal, el cual a su vez es una inmunoglobulina G1 anti-CD20 quimérica
(IgG1), que contiene de las regiones constantes (Fc) y y k de un anticuerpo de
humano, ligadas a los dominios variables (Fv) de un anticuerpo murino [7].
Actualmente se sabe que este anticuerpo monoclonal elimina a los linfocitos B
CD20 positivos mediante tres mecanismos (Fig. 2): i) la citotoxicidad dependiente
de anticuerpo, ii) la lisis mediada por complemento y iii) la inducciéon de apoptosis
[9-10]. La citotoxicidad mediada por anticuerpo que lleva a cabo el Rituximab, se
basa en la formacién de una sinapsis inmunolégica entre la célula blanco y la
célula efectora. Para poder reclutar a las células efectoras, el anticuerpo se une
mediante su porcion Fc al receptor FcyR que se expresa en macrofagos,
neutrofilos, células dendriticas y células asesinas naturales NK. Este anclaje

resulta en la activacion de estas células y su movilizacion hacia la célula blanco,
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que termina en la liberacion de proteinas citotoxicas como granzimas y perforinas,

asi como con la fagocitosis de la célula blanco [11].

A Citotoxicidad mediada por
complemento Activacidn de la cascada
del complemento

CcD20 _ . MAC
=, 4 "ﬁ\
<& @' C C i

Rituximab =

B Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
Granulos citotoxicos

W 1 ()
EHE)- \@ Q va

C Activacion de caspasas y apoptosis

/*\ ‘-?-j:f‘cx Pe) U’tﬂ
C /?_. (B '4-L’E ::O B))——=(s )@
\Qf‘ " 4 o ¢

Figura 2. Mecanismos de accion del Rituximab. Descripcion grafica de los efectos producidos
por el rituximab al entrar en contacto con la célula tumoral. A) La unién del anticuerpo con la
células tumoral promueve la activacion del sistema complemento. B) La Fc del anticuerpo
interacciona con su receptor FCR en las células efectoras, lo que promueve la liberacion de
granulos citotoxicos. C) La unién del anticuerpo con su moléculas blanco (CD20) genera un cambio
bioquimico en la célula que termina con la apoptosis de la misma [9].

1.3 Limitaciones de los anticuerpos monoclonales usados actualmente
contra Linfoma.

Si bien en los ultimos afios se han conseguido resultados impresionantes en las
respuestas a tratamientos de enfermedades usando anticuerpos monoclonales,
este tipo de moléculas enfrentan diversas desventajas, encabezando la lista su
costo de produccién y su baja penetrabilidad [12], asi como la fiabilidad de su

modo de accion; razones estas por las cuales no se han podido usar como
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monoterapia, lo que en cierta medida limita sus aplicaciones. Ello sin contar con la
necesidad de recurrir a sistemas eucariotas complejos, de alcanzar la pureza
requerida para los farmacos clinicos y de requerirse de altas concentraciones para
administrar a los pacientes, lo que eleva aun mas los costos de producciéon [13-
14]. Ademas de lo anterior, recientemente diversos grupos de investigacion han
reportado polimorfismos en el gen del FcyR, los cuales se han relacionado con el
grado de repuesta clinica. Estas variaciones polimorficas se traducen en proteinas
que presentan diferentes grados de afinidad hacia su ligando en el anticuerpo (Fc)
[15-16]. Por otro lado y para complicar aun mas la situacion, los patrones de
glicosilacion que se llevan a cabo en la porcion CH2 del anticuerpo, también se
han relacionado con diversos grados de afinidad por el receptor FcyR [7, 17].
Junto con estas dos limitantes, se ha estudiado la competencia que hay entre el
anticuerpo terapéutico y las IgGs del paciente por el receptor FcyR, lo que se
suma a la necesidad ya expresada arriba de administrar altas dosis de la molécula

terapéutica para poder mostrar el efecto deseado [18].

1.4 Mejorando la afinidad por el FcyR y nuevas tecnologias:
anticuerpos bi-especificos.

El receptor FcyR juega un papel muy importante entre las respuestas inmunes
humoral y celular, al ser la molécula que permite la union y activacion de la células
efectoras (linfocitos NK, monocitos, etc.) con la célula blanco (tumoral) por medio
del anticuerpo (Fig 2B) [19]. Una vez que se une la Fc del anticuerpo con su
receptor (FcR), se produce la activacion del receptor, lo que a su vez

desencadena mecanismos de defensa como Ila inflamacion, citdlisis,
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hipersensibilidad, endocitosis y fagocitosis por parte de los leucocitos. Se conocen
tres clases del receptor FcR: FcyRI (CD64), el FcyRIl (CD32) y el FcyRIllI (CD16),
los cuales presentan diferentes grados de afinidad por la Fc [20]. El receptor CD16
es de particular interés por estar presente en macrofagos, mastocitos,
polimorfonucleares y en células asesinas naturales del sistema inmune (células
NK) [21], siendo estas ultimas un componente muy importante de este sistema,
pues desencadena la lisis celular; ademas de ser fuente temprana de citocinas. El
principal problema de este receptor (CD16) es la baja afinidad por la Fc de las
inmunoglobulinas, por lo que muchos grupos de investigacion estan desarrollando
nuevas formas de mejorar esta afinidad y de promover una mayor participacion de
las células NK en la sinapsis inmunolégica [22-25]. Algunos de las aproximaciones
para mejorar esta afinidad son modificaciones en los patrones de glicosilacion, o
para de plano sacarle la vuelta a este problema, es el desarrollo de los anticuerpos
bi-especificos y ultimamente el uso de anticuerpos de cadena sencilla, como los
encontrados en algunas especies de tiburones y camélidos [17, 26]; anticuerpos
que a pesar de que las especies de las que se derivan se ubican distantes en el
arbol evolutivo de la vida con respecto al humano, estan bastante conservados

con respecto a los anticuerpos de este ultimo.

1.4.1 Anticuerpos bi-especificos.

Las nuevas tecnologias de la ingenieria genética han permitido el desarrollo de los
anticuerpos sonados hace mas de 100 afos, estructuras que no se encuentran en
la naturaleza, pero que estan basados en el modelo natural de las

inmunoglobulinas humanas. Estas nuevas configuraciones proteicas tienen la
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capacidad de re-direccionar células efectoras (células que expresan el receptor
Fcylll) hacia la célula que expresa el antigeno blanco (células tumoral), lo que
desencadenan la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), y que en cierta
medida asemeja al proceso que ocurre por la accién de las IgGs naturales,
resolviendo los problemas de afinidad por el receptor FcyRIIl, descritos
anteriormente. Esta capacidad de reconocer a proteinas de superficie de dos
poblaciones celulares distintas ha sido explotada en el desarrollo de los
anticuerpos bi-especificos (BsAbs, por sus siglas en inglés). Estos fragmentos de
anticuerpos, tienen capacidad de unirse a dos blancos de manera simultanea. Por
lo que re-dirigen células efectoras (linfocitos B/T, monocitos, macréfagos, células
NK, etc.) hacia una célula blanco (tumoral). La ingenieria de proteinas (ingenieria
de anticuerpos) ha generado formatos como los diabodies, diabodies en tandem,

cuadromas, Fab2 y anticuerpos de cadena sencilla (scFv), entre otros (Fig. 3) [27].

4 >

Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)

| o
‘f-h é é >

& O Bis-scFv Diabody
‘% (bispecific) (bispecific)
i (~55 kDa) (~-50 kDa)

Fab,

: % é Triabody
(bispecific) (trivalent)

(~110 kDa) ‘ (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tatravalent
(~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa

Figura 3. Diversidad actual en los formatos de anticuerpos. Variedades a base de fragmentos
de anticuerpos, en los cuales se puede observar la pluralidad en tamanos y en configuracion [27].
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En 1984, en el departamento de inmunologia del Instituto Nacional de Salud (NIH,
por sus siglas en inglés) en la ciudad de Bethesda en el estado de Maryland,
USA, se desarrollé el primer anticuerpo bi-especifico; la molécula estaba formada
por la unién quimica del Fab anti-FcR y el Fab anti-DNP (2,4-dinitrofenil). El
estudio describia el método de fusion, la capacidad de unirse a las células
efectoras, ademas del efecto citotoxico desencadenado por las células efectoras,
siendo el primer reporte de la generacion de un anticuerpo bi-especifico [28]. A
partir de entonces, diversos estudios clinicos de fase 1 fueron realizados a
principios de los noventas. Los primeros BsAbs que llegaron a fase clinica 1
estaban disenados para redirigir las células efectoras CD64 positivas (monocitos
y macréfagos) hacia las células tumorales expresando antigenos como HER2 o
EGFR [29-33]. Desafortunadamente, el efecto antitumoral fue inconsistente
debido, en parte, a la alta concentracion requerida del anticuerpo y a que la
relacion de células efectoras con células blanco debia de ser 40:1, aun en

pacientes pre-estimulados con IFN-y y G-CSF [17, 30-31].

La solucion a este problema de inconsistencia y efectividad llegd con el desarrollo
de la ingenieria de anticuerpos en la década de 1990. Con esta tecnologia, se
genero un fragmento variable de cadena sencilla (scFv, por sus siglas en inglés)
mediante la fusiéon del dominio variable de la cadena pesada con el dominio
variable de la cadena ligera a través de un péptido conector (GGGS)s. Esto
permitié la fusion en tandem con otra scFv (dirigido contra otro antigeno blanco) a
través de un conector adicional (GGGS)4, de tal manera que los cuatro dominios

estuvieran alineados en una sola cadena de aproximadamente 55 kDa. Esto

11



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

contrasta con los anticuerpos bi-especificos iniciales en los cuales los fragmentos
variables pertenecen a dos cadenas poli-peptidicas diferentes y en donde la fusion
se llevaba a cabo mediante una reaccion quimica [34-38].

Anticuerpo Antic.uerpo
Anti-tumor Anti-CD3

N 4
Y Q N @

Anticuerpo de
‘ cadena sencilla
: (scFv)

Figura 4. Estructura base de un anticuerpo bi-especifico. Imagen de como esta conformado el
Bi-especific retargeting T cells (BITE®), el cual es el formato mas avanzado en las etapas clinicas
de desarrollo y que utiliza un anti-CD3 para atraer linfocitos T hacia la célula tumoral [39].

1.4.2 Mejoramiento de la interacciéon antigeno blanco y el receptor FcyRIIl.

La respuesta de citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC, por sus siglas en
inglés), basada en la actuacién del receptor FcyRIll (CD16), ha sido mejorada con
el desarrollo de anticuerpos bi-especificos. Tal es el caso de la molécula
denominada Bike [40], la cual es una molécula formada por un scFv dirigido contra
la proteina CD19 y que se une a un scFv que reconoce la proteina CD16 mediante
una secuencia de 20 aminoacidos pertenecientes a la aldolasa A humana. Otro
ejemplo del uso del CD16 para atraer células efectoras es el desarrollado por

Kellner et al. [41], en el cual usan unos formatos llamados “bibody” y “tribody”, que

12
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consisten en la unién de un Fab anti-CD19 con un scFv anti-CD16 en el caso del

bibody y que en el caso del “tribody” se agrega un scFv anti-CD19.

1.5 Uso de Anticuerpos anti-CD3 para atraer células T.

A los linfocitos T citotoxicos se les conoce por ser de las células efectoras mas
potentes del sistema inmune. EI mecanismo principal por el cual actuan, es la
liberacidn de granulos liticos una vez que han reconocido un antigeno especifico
en la superficie de la célula blanco. Desafortunadamente, al carecer de receptor
Fc estas células no participan en la citotoxicidad dependiente de anticuerpo, tal y
como lo hacen otras células [42-43]. Esto ultimo ha motivado el desarrollo de
moléculas que permitan hacer participes a los linfocitos T citotoxicos en la
destruccion de células tumorales. El marcador CD3 es uno de los blancos mas
usados en esta nueva generacion de anticuerpos bi-especificos. Ya se ha
demostrado la efectividad de estos anticuerpos para eliminar células de tumores
sélidos que presentan altos niveles de antigeno carcinoembrionario (CEA) en una
terapia bi-especifica CEA/CD3[44]. Yoshida y cols. trabajaron con un anticuerpo
bi-especifico CD3/ Ag de Plasmodium falciparum contra la malaria y observaron
que al usar el anticuerpo aumenta la produccién del interferén gamma, el factor de
necrosis tumoral alfa, ademas de aumentar la fagocitosis del parasito, al mismo
tiempo que de la activaciéon de macréfagos, neutréfilos y células NK para matar al

parasito [45].

Actualmente, el formato mas promisorio es el anticuerpo bi-especifico llamado

Blinatumomab de la compafia AMGEN (Fig. 4), el cual tiene reconocimiento
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hacia CD3 y CD19, encontrandose ya en estudios clinicos fase 2 de
experimentacion en Linfoma No Hodgkin y Leucemia Linfoblastica Aguda, entre

otros tipos de cancer [46-48].

1.6 Anticuerpos de cadena sencilla (VNARs).

Ademas de los anticuerpos convencionales, en la naturaleza existen unos
anticuerpos inusuales formados en su estructura sélo de cadenas pesadas. Este
tipo peculiar de anticuerpos de cadena pesada carecen de cadenas ligeras y se
han encontrado en dos especies evolutivamente distintas como lo son los
camélidos y ciertas especies de tiburones [26]. La fraccion variable (Fv) de estos
organismos es designada como vHH para los anticuerpos de camélidos, mientras
que para el caso de los anticuerpos de tiburén se refieren como VNARs; aunque
se les puede designar a ambos simplemente como anticuerpos de dominio
sencillo (sdAb, por sus siglas en inglés). Debido a la falta de una cadena ligera en
estos anticuerpos, presentan cambios ligeros pero sustanciales en los dominios de
unién al antigeno. Para llenar la falta de cadena ligera, la CDR3 tanto de vHHs
como de VNARs es mas larga que la secuencia convencional vH de las IgGs:
cerca de 24 y 18 residuos de aminoacidos, respectivamente comparados con los 7
de la vH [49]. Esta CDR3 mas larga es estabilizada por la adiciéon de un residuo de
cisteina que crea un enlace disulfuro con alguna de las otras CDRs [50]. Ademas,
se descubrié que una vez aislados y clonados, estos VHHs y VNARs no pierden su
capacidad de union al antigeno, por lo que han sido la base del desarrollo de los
Nanocuerpos (Nanobodies) por la compafia biotecnolégica Ablynx [51]. Estos

Nanobodies suman las ventajas de los anticuerpos convencionales, como la
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especificidad y afinidad por su blanco, con las caracteristicas de los farmacos de
moléculas pequefias que le permiten, entre otras capacidades, acceder a

receptores a los que un anticuerpo convencional no llegaria [52].

C,1 Y. Vi .
€2 e® o w
Ac | .

C.2

C,2
Nanobody® de
Ablynx
C.3 C,3
A\
Anticuerpo Anticuerpo
convencional camélidos

Figura 5. Estructura de un anticuerpo convencional y un anticuerpo de cadena sencilla.
Descripcién grafica de la ausencia de la cadena ligera en los anticuerpos de camélidos [51].

1.7 Nuevos blancos contra linfomas y leucemias.

Como se expuso anteriormente, el uso de Rituximab (Anti-CD20) ha mejorado la
respuesta al tratamiento de los pacientes que padecen enfermedades en las que
hay afectacién de células B [53]. Sin embargo, hay un subgrupo de pacientes que
no responden favorablemente a la inmunoterapia, por lo que anticuerpos anti-
CD20 de 2da y 3er generacion estan siendo evaluados actualmente, habiéndose
reportado que han mostrado un aumento en la actividad antitumoral comparados
con el rituximab [7-8, 15]. Una de las nuevas opciones usando anticuerpos
monoclonales para el tratamiento del linfoma, es el Brentuximab vedotin (Adcetris)

que pertenece a los anticuerpos conjugados [54-56]. Este tipo de anticuerpos
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estan unidos a una molécula altamente citotoxica (quimica o ion radioactivo); en el
caso del Brentuximab, éste reconoce al marcador celular CD30 de la célula
cancerosa y por un proceso de endocitosis el anticuerpo es introducido al interior,
donde se libera el farmaco Monometil Auristatina E. Este farmaco tiene una accion
potente contra la tubulina y cuando es liberado, después de detener el ciclo de
division celular, conduce a la apoptosis [57]. Una de las grandes limitantes del uso
de este conjugado es que puede aumentar el riesgo que se desarrolle en el
paciente  leucoencefalopatia multifocal progresiva, cuyo prondstico son la
discapacidad grave ¢ la muerte [58-59]. Existen en el mercado otros dos
anticuerpos anti-CD20: Tositumomab (Bexxar) e Ibritumomab (Zevalin) [60];
ambos estan marcados con un radioisétopo y si bien estos anticuerpos han
mostrado eficacia en la eliminacién de células cancerosas, su precio es muy

elevado (cerca de los $ 30,000 dolares por dosis) [61].

No obstante lo anterior, diversas investigaciones a nivel mundial han identificado
nuevos blancos terapéuticos en células de linfoma (Fig. 6), por lo que se continua
con el desarrollo de nuevas terapias dirigidas con anticuerpos, algunas de los

cuales ya se encuentran en fases clinicas tempranas [62].
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Figura 6. Blancos terapéuticos para linfoma. Proteinas de superficie expresadas en linfocitos

que actualmente son evaluadas para su utilizacion como blancos en el desarrollo de terapias
dirigidas [62].
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En este sentido, la glicoproteina transmembranal de 95 kDa de la superfamilia de
las inmunoglobulinas (CD19), cuyo papel es desarrollar y activar las células B del
sistema inmune, representa un blanco interesante en estas células con respecto a
la proteina CD20 [63-64]. Ello porque este antigeno es expresado en diferentes
estadios del desarrollo de células B, con la ventaja de estar ausente de células
madre hematopoyéticas, células T u otras células no linfoides. Ademas de esto, la
proteina CD19 es expresada en un estadio posterior del desarrollo de los
linfocitos B (plasmablastos) en el cual la CD20 no estd expresada [63]. Esta
proteina se encuentra expresada en casi todos los casos de tumores de células B,
desde linfomas No Hodgkin hasta leucemias linfoblasticas [63]. Pero ademas, en
defensa de su utilidad terapéutica, las preocupaciones en cuanto a la afectacion
de otros tipos de células que expresan este antigeno (CD19), se subsanan por la
participacion de las células madre, las cuales no se ven afectadas por terapias
anti-CD19, ya que esta estirpe celular carece, por su grado de inmadurez, de la

multicitada proteina de superficie (Fig. 7) [65].
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Figura 7. Etapas del desarrollo de los linfocitos B. Aparicion de los antigenos de membrana que
se estan utilizando actualmente para el desarrollo de terapias dirigidas (CD19 y CD20) [66].

Sin embargo y muy a pesar de lo atractivo que parece ser el CD19 como blanco
en la inmunoterapia de tumores de células B, los resultados con pacientes
empleando anticuerpos monoclonales convencionales han sido muy variables. Por
lo que hay una ventana de oportunidad aun para el mejoramiento en el uso de las
nuevas generaciones de anticuerpos que tengan como blanco el antigeno CD19

[16-17, 67].

1.8 Metodologias para el desarrollo de anticuerpos.

El descubrimiento que logréo hacer posible el desarrollo de los anticuerpos
monoclonales se llevd a cabo hace ya casi 40 anos. En 1975, en el “MRC
Laboratory of Molecular Biology”, se realizd la fusién celular conocida como
hibridoma, la cual consiste en la unién de un linfocito B productor de anticuerpos

especificos hacia un blanco, con una célula B de un raton con mieloma [68]. Esta
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union permitid obtener una célula con la capacidad de crecer infinitamente de la
célula tumoral del mieloma y la habilidad de producir anticuerpos dirigidos contra
un epitope unico del linfocito B. A partir de este descubrimiento merecedor del
Premio Nobel de Medicina de 1984, se lograron generar anticuerpos monoclonales
que a la postre serian utilizados en los esquemas terapéuticos de diversas
enfermedades [69]. Desafortunadamente, debido al alto grado de inmunogenicidad
de estos anticuerpos monoclonales de murinos, su aplicacion clinica sufre una
gran limitante y en especial en aplicaciones en las que se requieren repetidas

administraciones del anticuerpo [13].

Lo anterior desencadend el desarrollo de un area exclusiva en la generacién de
técnicas de modificacion y mejoramiento de anticuerpos llamada Ingenieria de
Anticuerpos. Esta area ha permitido el desarrollo de métodos de expresién de
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en bacterias, la humanizacion de los
anticuerpos monoclonales de murinos, la generacién de ratones transgénicos con

genes de las inmunoglobulinas humanas, etc [70].

1.8.1 Tecnologia del despliegue de fagos (phage display).

Con las técnicas anteriormente mencionadas se ha logrado generar una gran
variabilidad en los dominios de reconocimiento de los anticuerpos, como lo son las
regiones variables (VH y VL) y las regiones determinantes de Ila
complementariedad (CDR, pos sus siglas en inglés), las cuales se han podido
clonar y asi generar bibliotecas de estas regiones con todas sus variantes posibles
[71-72]. El tamizaje (screening) de este tipo bibliotecas es una de las herramientas

mas importantes en la ingenieria de anticuerpos, ya que es por medio de este
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proceso que se puede obtener un anticuerpo o fragmento de anticuerpo con una
alta afinidad por su blanco, ademas de una gran estabilidad [73-74]. Una de las
técnicas mas utilizadas y de mayor eficacia para el tamizaje por afinidad de
bibliotecas de gran tamarfo es el despliegue de fagos (Fig. 8) [75]. Este consiste
en la expresion o el despliegue de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en la
superficie de bacteriofagos filamentosos. Esto se logra mediante la fusién con una
de las proteinas superficiales de los fagos, comunmente la proteina plll, ya que
permite la fusion con proteinas de mayor tamafo. Los fagos que expresan las
secuencias de mayor afinidad por el blanco pueden ser enriquecidos mediante una
absorcion selectiva sobre el antigeno inmovilizado, a lo cual se le conoce como
‘panning”. Estos fagos unidos covalentemente luego son eluidos, recuperados y
amplificados mediante la infeccion de células de E. coli, proceso que normalmente
se repite entre 4 y 6 veces para asegurar que los fagos recuperados en cada
ronda de “panning” sean los de mayor afinidad por el antigeno blanco. Este
despliegue de fagos permite obtener secuencias a partir de bibliotecas con una

complejidad superior a las 10" clonas.

20



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

Variantes de scFv

Biblioteca de fagos de G

scFv
Fagos expresando scFvs C;:”
@_ /' presentados a antigenos ER
Analisis de G proteicos o péptidos GEJ :

clonas p inmovilizades

Lavados

PCR ©

secuenciacion CECIO dEI
Ampllflca;on I | despliegue de
ﬂ fagos

Host
pactarta @@@r Elucion
Infeccién

Figura 8. Etapas del despliegue de fagos. Aparicion de los antigenos de membrana que se estan
utilizando actualmente pata el desarrollo de terapias dirigidas (CD19 y CD20).

21

—
| —



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

2. JUSTIFICACION.

Aun cuando el Rituximab (Anti-CD20) ha mejorado las perspectivas de vida de los
pacientes con linfoma u otros padecimiento en los que hay afectacién de las
células B (CD20 positivas), un porcentaje de estos pacientes no responden a esta
terapia, lo que justifica la necesidad de nuevos blancos terapéuticos, ademas del
desarrollo de otros formatos y/o modificaciones de la estrategia actual, que logren

superar las limitaciones del mecanismo que impide la efectividad de esta terapia.

A lo anteriormente descrito, se puede sumar la falta de efectividad como
monoterapia de los anticuerpos monoclonales y en algunos casos la baja
respuesta de estas moléculas en combinacion con otros quimioterapéuticos, lo
que hace apremiante la busqueda de nuevas opciones para el mejoramiento de
las que en algun momento se visualizaron como “balas magicas”; busqueda que
incluya cambios en el formato de su estructura que potencie su mecanismo de
accion (sin afectar su especificidad y afinidad), cambios que les permitan llegar a
zonas a las que de manera convencional no harian y mejoras que puedan ser

llevadas a cabo con técnicas refinadas de biologia molecular e ingenieria genética.
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3. HIPOTESIS.

3.1 Hipoétesis de investigacion.

El uso de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19, permitira el re-direccionamiento
de la lisis mediada por células efectoras CD16 positivas (como los linfocitos B y
células NK) hacia células blanco CD19 positivas, como las células presentes en
leucemias y linfomas de la estirpe celular B. Ello permitira una inmunoterapia mas
efectiva que la lograda actualmente con los anticuerpos monoclonales

convencionales.

3.2 Hipétesis nula.

El uso de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19, no permitira el re-
direccionamiento de la lisis mediada por células efectoras células (CD16 positivas:
linfocitos B y células NK), hacia células blanco CD19 positivas, como las células
presentes en leucemias y linfomas de estirpe celular B. No obstante lo novedoso
de este tipo de anticuerpos, esto no permitira alcanzar mayor efectividad que la ya

lograda con los anticuerpos convencionales.
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4. OBJETIVO GENERAL.

Desarrollar un anticuerpo bi-especifico usando como base la fraccion variable de

un anticuerpo de tiburén (VNAR) dirigida contra la proteina CD19 presente en

linfocitos B tumorales y acoplandolo a un scFv anti-CD16 de linfocitos B y NK.

4.1 Objetivos particulares.

1)

2)

3)

4)

9)

Inmunizar tiburones cornudos para generar los anticuerpos anti-CD19
(IgNAR).

Generar una biblioteca de amplicones de las regiones variables de las
IgNAR, a partir del ARNm aislado de los linfocitos B de cada tiburon
inmunizado.

Realizar una selecciéon y aislamiento del ADNc codificante de los VNARs
con capacidad de reconocimiento para el antigeno de interés.

Unir mediante un enlace oligopeptidico el vNAR aislado con el scFv anti
CD16, para generar una secuencia sencilla e introducir ésta en un vector de
expresion.

Expresar en bacterias el anticuerpo bi-especifico codificado por el casete
resultante de la sub-clonacion, para prepararlo en grandes cantidades vy
posteriormente purificarlo por cromatografia de afinidad por metales

inmovilizados, principalmente.

6) Valorar las propiedades biolégicas del nuevo nano-anticuerpo bi-especifico,

analizando por FACS su capacidad de unién a las células blanco (células

de leucemia y linfomas CD19 positivas y linfocitos CD3 positivos).
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7) Inferir las propiedades terapéuticas del nuevo anticuerpo bi-especifico,

mediante ensayos de citotoxicidad in vitro.
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5. ESTRATEGIA GENERAL.

. Biblioteca de vNAR
e V- —> .
T, RARA
g Linfocitos B .
Proteina comercial Inmunizacion de
tiburdn
Bio-seleccion de vNARs
Citometria de flujo: (panning)
Etspecaf!c!dad Cromatografiade Sub-clonacidn en
Citotoxicidad afinidad vector

(scFv anti-CD16)

| __scFv

pUC119

Expresion en
sistema bacteriano

Figura 9. Resumen grafico de la estrategia a seguir. Etapas que se realizaron en esta
investigacion, las cuales estan descritas a detalle en la seccién de metodologia.
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6. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Materiales y reactivos.

Proteina comercial CD19 (Bioclone, USA), Adyuvante de Freund (Sigma-Aldrich),
PBS, PBS con 3 % BSA, PBS con 1 % BSA, Cloroformo (Sigma-Aldrich), Etanol
100 % (Sigma-Aldrich), Etanol 70%, Isopropanol (Sigma-Aldrich), Metanol 100 %
(Sigma-Aldrich), Acetato de amonio (CTR), Acetato de sodio (CTR), Cloruro de
sodio (CTR), Glucosa (CTR), Cloruro de magnesio (CTR), Agar (CTR), Cloruro de
potasio (CTR), Hidroxido 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), Bicarbonado de sodio (CTR), Imidazol (Sigma-Aldrich), Glicina
(Bio-rad), Dodecilsulfato soédico (Bio-rad), Bromuro de etidio (Sigma-Aldrich),
Glicégeno (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), Enzimas de restriccion (Nde |,
Xho I, Eag I, Nco |, Not I, Sfi I)(CTR), Anti-His marcado con PE (Uniparts), Anti-His
marcado con HRP (CTR), Buffer de digestion (1, 2, 3 y 4)(CTR), Agua miliQ y

DEPC (CTR), Medio RPM-1640 (Invitrogen), Suero bovino fetal (Invitrogen),
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Antibiético-Antimicético (Probiotek), FACSFlow (CTR), Reactivo Color-Developer
Reagent (CTR), Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich), Reactivo TMB (CTR),
Rituximab (Roche), Cepas de E. coli ER2537, BL21, TG1, Fago helper M13K07
(CTR), Lineas celulares (SUDHI-4, OCI-Ly7, NIH 3T3)(ITESM), Tubos eppendorf
(0.2 mL, 0.5 mL, 1.5 mL y 2 MI)(CTR), Tubos falcon de 15 mL y 50 mL (CTR),
Tubos para citometria (CTR), Tubos para toma de sangre con EDTA (CTR),
Placas de ELISA (Uniparts), Puntas para micropipeta blancas, amarillas y azules
(Uniparts), Puntas con filtro (10 pL, 200 yLy 1 mL) (CTR), Pipetas 10mL, 25 mL y
50 mL (CTR), Placas de petri (Uniparts), Placas de ELISA de 96 pozos (Uniparts),
Jeringas de plastico (2mL, 5 mL y 10 mL)(CTR), Bisturies de acero (CTR),
Cubetas de electroporacion (Bio-rad), Papel aluminio (CTR), Resina de agarosa

Nigue-NTA (CTR).
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6.2 Metodologia.

6.2.1 Lugar de realizacion del estudio.

La etapa de la inmunizacién de los tiburones, asi como la obtencion de la
biblioteca de fagos con capacidad de reconocimiento del antigeno usado para la
inmunizacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Inmunologia Molecular vy
Biotoxinas (LIMB) del Departamento de Biologia Experimental y Aplicada, del
Centro de Investigacién Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada
(CICESE), en Ensenada, Baja California, el cual es dirigido por Dr Alexei
Fedorovish Licea Navarro. Los procesos de produccion y purificacién de proteinas
recombinantes, asi como los ensayos de funcionalidad, se realizaron en el
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de

la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

6.2.2 Inmunizacién de los tiburones.

Se utilizaron dos tiburones de la especie Heterodontus francisci, los cuales fueron
donados por el Dr. Licea Navarro del Laboratorio de Inmunologia Molecular y
Biotoxinas (LIMB) del CICESE. Estos especimenes fueron inmunizados con la
proteina CD19, lo que se realizé siguiendo los lineamientos del comité de cuidado
y manejo de animales del CICESE. En el cuadro 1 se describe el protocolo de
inmunizacion de los tiburones. Los sangrados pre e intra inmunizacién fueron
realizados para evaluar la respuesta del tiburén al antigeno administrado, por
medio de ensayos de ELISA. En resumen, 5 pg de proteina (CD19) fueron

disueltos en el adyuvante completo de Freud y administrados en la aleta dorsal del
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tiburédn intramuscularmente, los refuerzos se realizaron cada 15 dias con la
proteina re-suspendida en PBS y a los siete dias de cada inyeccion se realizé un

sangrado del animal para monitorear la respuesta del tiburén (ver cuadro 1).

6.2.2.1 Monitoreo de respuesta.

Para el monitoreo de la respuesta inmune se utilizé un anticuerpo de gallina anti-
IgNAR (GenWay Biotech. Inc, San Diego, CA), el cual se utilizé para medir el
aumento en la concentracién sérica de las IgNAR una vez que se administro la
primera dosis del antigeno, esto mediante un ensayo tipo ELISA. En resumen, las
muestras de sangre fueron centrifugadas para obtener el suero, posteriormente
100 pL de suero de cada sangrado del animal fueron colocados en pozos de una
placa de 96 pozos por triplicado, posteriormente la placa se llevo a incubacion por
1 hora a 37°C. Pasada la hora se decanto el sobrenadante, se agregaron 300 pL
de una solucion de BSA al 1% en PBS y se dejo incubando la placa 1 hora mas a
37°C. Posteriormente, se agregaron 50 uL de una solucion del anticuerpo anti-
IgNAR (dilucion 1:10,000 en PBS) para dejar incubando a 37°C por 1 hora.
Pasada la hora, se decanto el exceso de la solucidn y se procedid a lavar 3 veces
con una solucién de PBS Tween al 0.05 %, terminados los lavados se agrego una
solucion de un anticuerpo anti-lgG de gallina marcado con HRP y se dejé
incubando la placa por 1 hora a 37°C. Finalmente se volvio a lavar por 3 veces con
la solucién de PBS Tween 0.05% y se agregaron 50 pL del reactivo de revelado
(una solucion de ABTS), la placa se volvié a dejar en incubacion a 37°C pero esta
vez por 20 min, al terminar el tiempo de incubacién se leyo la placa en un lector de

microplacas a una longitud de onda de 405 nm.
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Cuadro 1. Protocolo de inmunizacion.

Semana Sangrado Inmunizado Cantidad / Vehiculo / Via

1 X X 5 ug / Adyuvante completo de Freud /
Intramuscular

2 X
3 X 5 ug / PBS / Intramuscular
4 X
5 X 5 ug/ PBS / Intramuscular
6 X
7 X 5 ug / PBS / Intramuscular
8 X
9 X 5 ug / PBS / Intramuscular
10 X
11 X 5 ug / PBS / Intramuscular
12 Sacrificio del animal

6.2.3 Aislamiento de ARN.

Se extrajo el bazo del tiburon inmunizado y se procedi6 a la extraccion del ARN
total. Brevemente, se agregd 1 mL del reactivo Trizol® por cada 100 mg del tejido
aislado. Posteriormente se utiliz6 un homogenizador eléctrico para generar una
suspension celular, a la cual se le agregaron 0.2 mL de cloroformo. Esta mezcla

fue agitada manualmente por 2-3 min a temperatura ambiente para posteriormente
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centrifugar a 12000 g por 15 min a 4 °C. Se recuper6 la fase superior (fase
acuosa) y se colocé en un tubo limpio. EI ARN se precipité usando 0.5 mL de
isopropanol al 100%, se dejo incubando a TA por 10 min y posteriormente se
recuperd mediante centrifugaciéon 12000 g por 10 min a 4 °C. La pastilla fue lavada
con etanol al 75% y se dejé secando a temperatura ambiente (TA). Una vez seca,
el ARN se re-suspendidé en agua libre de ARNsas. La cantidad y calidad fueron
evaluadas mediante un gel de agarosa desnaturalizante y mediante la relacién de

las absorbancias medidas a 260 y 280 nm.

6.2.3 Amplificaciéon y generacion de biblioteca de vNARs.

6.2.3.1 Aislamiento de ARN total.

El RNA total aislado se utilizo6 como templado para generar el ADNc y asi
amplificar las secuencias de las regiones variables de las IgNARs (VNARs). Se
utilizé un “pool” de primers (disefiados en el laboratorio del Dr. Licea) mediante los
cuales se pueden amplificar dichas regiones variables. Brevemente, en un tubo
de 0.2 mL se agregaron 1 pL del ARN aislado (10 pg), 1 pL del oligo dT (50uM), 1
pML de buffer de alineamiento (10X) y 5 uL de agua DEPC. Esta mezcla fue
incubada por 5 min a 65°C y posteriormente colocada en hielo por 1 min. Pasado
este minuto, se agregaron 10 yL de mix de reaccién “First-strand” 2X y 2 pL de la
enzima SuperScript Ill, se agité la mezcla en vortex y se dejoé incubando a 50°C
por 50 min. Finalmente, se incubé por 5 min a 85°C y la reaccion se almacend a -

20°C.
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6.2.3.2 Amplificacion de vNARs.

El ADNc fue utilizado como templado para la amplificacion de los VNARSs.
Brevemente, en tubo de PCR se colocaron 25 uL del Gotaq mastermix junto con 2
ML del mix de primer “forward” (10 uM) y 1 uL de primer “reverse” (10 uM). Se
agregaron 2 uL del ADNc, que en el caso del control negativo se remplazo por
agua. La reaccion fue incubada 2 min a 95°C seguido de 30 ciclos de 95°C por 45
s, 58°C por 45 s y 72°C por 45 s. Finalmente, se afiadié un tiempo de extension
final de 10 min a 72°C. Los productos de la PCR fueron resueltos en un gel de
agarosa al 2 % teAido con bromuro de etidio y visualizado en un

fotodocumentador.

6.2.3.3 Digestion de vNARs y pComb3X.

Los productos amplificados (VNARs) fueron digeridos con la enzima Sfi | (sitio que
fue insertado en los primers de la PCR), junto con el vector fagémido pComb3X.
La reaccion de digestion fue realizada con las siguientes condiciones: 2 yL de
Buffer B, 0.1 yL de BSA (100X), 3 puL de enzima (5 U), 10 yL de agua y 5 pL de
ADN. Esta reaccion se dejo incubando a 50°C durante 4 h para después inactivar
la enzima a 65°C por 15 min. Los productos de la digestién fueron analizados por

electroforesis en gel de agarosa, tal y como se describié en el apartado 6.2.3.2.

6.2.3.4 Ligacion de la biblioteca de vNARs y transformacion.

La insercidn por ligacion de los VNARs digeridos con Sfi | dentro del pComb3X, se
realiz6 con una relacion vector:inserto de 2:1. En tubo de 0.5 mL se colocaron 20
WL de buffer de ligasa (10X), 20 pL del vector, 12 pL del inserto, 6 pL de ligasa y

142 uL de agua. La reaccion se dejo incubando a TA toda la noche. La ligacién se
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precipité agregando 1 pL de glicogeno, 20 uL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y
440 uL de etanol. Esta mezcla se agitd y se dejo incubando a -80°C durante toda
la noche. Al dia siguiente se centrifugd a velocidad maxima (14,000 rpm) en una
microcentrifuga eppendorf por 15 min a 4°C y se lavd la pastilla con 1 mL de
etanol al 70%; la pastilla se dejé6 secando brevemente al vacio. Finalmente la
pastilla se re-suspendié en 10 pL de agua. La ligacién y sus controles (negativo,
sin ligacion; positivo, plasmido sin digerir) se colocaron en hielo mientras se
descongelaban 200 pL de células de E. coli electrocompetentes. Una vez
descongeladas éstas, se tomaron los 10 uL de ligacién y se depositaron en el tubo
con las células electrocompetentes, se agitaron con la pipeta y se transfirieron a la
cubeta de electroporacién. La mezcla se dejo incubando en hielo por 1 minuto y se
electroporé a 2.5 kV, 25 yF y 200 Q, se agregdé 1 mL de medio SOC vy la
suspension celular se pasd a un tubo cénico de 50 mL, se lavo la cubeta dos
veces con 2 mL de medio SOC para recuperar las bacterias remanentes y los 5
mL de medio se dejaron a 37°C en agitacién (250 rpm) por 1 h. Pasada la hora se
agregaron 10 mL de medio SB y 3 uL de carbenicilina (100 mg/mL) y se tomaron 2
ML de este cultivo para titular la transformacion bacteriana, dejando en incubacién
por una hora mas. Para la titulacion, los 2 pL se diluyeron en 200 uL de SB y de
aqui se sembraron 10 yL y 100 pL en placa de petri con medio agar LB. Después
de la hora se agregaron 4.5 yL de carbenicilina y se dejé incubando por 1 h mas
en agitacion. Terminado este tiempo, se agregaron 5 ml de una suspension del
fago helper M13K07 vy el cultivo se pasé a un matraz Erlenmeyer de 500 mL, se

agregaron 185 mL de SB junto con 92.5 yL de carbenicilina y se dejé incubando el
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cultivo 2 hrs a 37°C y en agitacion (300 rpm). Pasadas las 2 h, se agregaron 280
ML de kanamicina (50 mg/mL) y el cultivo se dejé en agitacion toda la noche a
37°C. Al dia siguiente, el cultivo se centrifugé a 3,000 g por 15 min a 4°C y el
sobrenadante se colocdé en un matraz de 500 mL; a éste se agregaron 8 g de
PEG-8000, 6 g de NaCl y se dejo en agitacion a 37°C durante 5 min, después de
este tiempo se dejé 30 min mas en hielo. Pasados los 30 min, el medio se
distribuyd en cuatro tubos falcon de 50 mL que se centrifugaron a 12,000 g por 20
min a 4°C. En seguida se descarté el sobrenadante y se dejaron secando las
pastillas con los tubos invertidos sobre una toalla absorbente por 10 min. Las
pastillas se re-suspendieron en un total de 2 mL de BSA al 1 % en PBS vy se
pasaron a un tubo de 2 mL. Este se centrifugé a 15,000 g por 5 min a 4°C, se
colectdé con una jeringa el sobrenadante y se pasé por un filtro de 0.2 uM. La

solucion de fagos se dejo almacenada a 4°C.

6.2.4 “Panning” de biblioteca sobre el antigeno inmovilizado.

Con la biblioteca generada en el paso anterior se realiz la seleccidon (panning) de
las clonas con mayor afinidad hacia el antigeno blanco. En breve: 25 ul de PBS
conteniendo 0.1 pg de nuestra proteina de interés (CD19) fueron colocados en 2
pozos de una placa de ELISA de 96 pozos y se dejé incubando toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se decanto la solucidn del antigeno y se agregaron 150 uL de
BSA al 3 % en PBS 1X, se dejo incubando la placa durante 1 h a 37°C.
Trascurrido el tiempo, se decanto la solucidn de BSA, se agregaron 50 pL de la
biblioteca de fagos recién preparada y se dejé incubando por 2 h a 37°C. Mientras

tanto, se dejo creciendo una alicuota de 2 pL de las células electrocompetentes de
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E. coli ER2537 en 2 mL de SB. Pasado el tiempo, se decant6 la solucién de fagos
de la placa y se agregaron 150 pL de una solucion de Tween 20 al 0.5% en PBS.
Esta solucion fue pipeteada vigorosamente hacia arriba y hacia abajo cinco veces
para eliminar los fagos no unidos fuertemente al antigeno embebido en la placa,
se dejoé reposando 5 min y se elimind la solucién. Esta operacion fue repetida
cinco veces mas en la primera ronda del “panning” y en cada ronda se fueron
agregando cinco lavados mas. Al terminar los lavados, se agregaron 50 uL de una
solucion recién preparada de tripsina de una concentracion de 10 mg/mL a cada
pozo. La placa se dejo incubando por 30 min a 37°C y al terminar la incubacién se
colecté la tripsina no sin antes agitar 10 veces para despegar la mayor cantidad de
fagos unidos a la placa. El eluido fue utilizado para infectar los 2 mL de cultivo de
E. coli, se dejoé incubado a TA por 5 minutos y posteriormente se agregaron 6 mL
de SB junto con 1.6 ug de carbenicilina (100 mg/mL). El cultivo se transfirié a un
tubo falcon de 50 mL y se dej6é incubando por 1 hora a 37°C en agitacién a 250
rom. Antes de dejar incubando se tomaron 2 pL del cultivo infectado y se
diluyeron en 2 mL de SB. De esta dilucion se sembraron 10 pL y 100 uL en placas
de LB con carbenicilina para obtener el titulo de salida (Output) de la ronda en
curso. Estas placas se dejaron creciendo toda la noche a 37°C. Transcurrida la
hora, se agregaron 2.4 uL de carbenicilina y se siguié incubando por 1 h mas a
37°C. Durante ese tiempo se titulé el tamafo de la biblioteca en la entrada al
“panning” (Input). Para esto, la biblioteca de diluyd a 1 x 10® en SB, esta dilucién
se utilizé para infectar una alicuota de 50 pL del cultivo de E. coli el paso anterior

y se dejé 15 min a TA. Trascurrido el tiempo, el cultivo infectado fue sembrado en

36



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

una placa de LB con carbenicilina. Trascurridos la hora del cultivo de 8 mL, se
agregd 1 mL del fago helper M13K07 y se transfirié a un matraz de 250 mL, se
agregaron 91 mL de SB junto con 46 uL de carbenicilina y se dejé en agitacion por
2 horas a 37°C. Pasadas las 2 h se agregaron 140 uL de kanamicina (50 mg/mL) y
se dej6é creciendo toda la noche a 37°C. Mientras tanto, también se dejo
incubando placa con la solucion de antigeno (0.1 ug por pozo en 25 pL de PBS) a
4°C toda la noche (para la siguiente ronda). Al dia siguiente se centrifugo el cultivo
a 3,000 g por 15 min a 4°C. Los fagos del sobrenadante se precipitaron agregando
a un matraz limpio de 250 mL, 4 g de PEG-8000 y 3 g de NaCl. Se disolvieron las
sales en el sobrenadante con agitacién (300 rpm) a 37°C durante 5 min y
posteriormente se colocé la suspension en hielo por 30 min. Transcurridos los 30
min se centrifugd el sobrenadante en tubos falcon de 50 mL a 12,000 g por 20 min
a 4°C, se decantd el sobrenadante y se dejo secando la pastilla con el tubo
invertido sobre papel absorbente. Después de 10 min se resuspedieron las
pastillas en 2 mL de BSA al 1 % en PBS, se centrifugaron en tubos de 2 mL a
12,000 g por 5 min y el sobrenadante se recuperd con una jeringa de 5 mL, para
después ser pasado por un filtro de 0.2 ym y almacenada la solucion de fagos a
4°C. Esta preparacion se utilizd para la siguiente ronda de seleccién hasta

completar cuatro rondas.

6.2.5 Tamizaje de clonas VNAR positivas.
Después de cumplidas 4 rondas de seleccion, se realizaron PCRs de colonia en
las placas recuperadas de la elucion del “panning” (output) para analizar si las

colonias eran positivas para secuencias del tipo VNAR. Las PCRs se realizaron
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utilizando primers que se unen a regiones flanquentes al sito de insercidén del
vector (pComb3X) [75]. En breve, en un tubo de 0.2 mL se colocaron 25 pL de
Gotaq mastermix, 1 yL de “forward primers” (1 yM), 1 yL de “reverse primer”
(1uM), 3 pL de agua. Se levantaron colonias con una pipeta y se re-suspendieron
en este mix, agitando sobre las paredes del tubo para asegurarse de que no
quedaran células en la punta de la pipeta. Esa misma colonia se re-sembré en un
placa nueva para poder identificarla en caso que fuera positiva para la PCR. El mix
se incubd en las mismas condiciones utilizadas en la etapa 6.2.3.2. Una vez que
se determinaron las colonias positivas para un fragmento de aproximadamente
600 pb, se tomaron de la placa donde se habian re-sembrado y se dejaron
creciendo en LB toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se realizé la extraccion el
ADN plasmidico siguiendo el protocolo de Miniprep del manual Sambrook [76].
Obtenidos los ADN plasmidicos, se analizaron por electroforesis en gel de agarosa
al 2 % y se cuantificaron. Las muestras se ajustaron a una concentracién a 1 ug

en 12 yL de agua y se mandaron a secuenciar.

6.2.6 Expresidén de clonas con secuencias VNAR integras y scFv anti-CD16.

Los plasmidos con una secuencia VNAR integrada en el pComb3x, fueron
transformados en la cepa de E. coli BL21 para llevar a cabo la expresion, ademas
del plasmido pUC119, el cual contiene la secuencia codificante para la proteina
scFv anti-CD16. Brevemente, una vez transformadas por choque térmico y
sembradas en LB agar con carbenicilina, se levantaron colonias para dejarlas
creciendo toda la noche. Al dia siguiente, esta semilla fue utilizada para sembrar

en 50 mL de SB y se dej6 crecer el cultivo a 37°C en agitacion de 250 rpm hasta
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llegar a una D.O.gp0 de 0.4-0.6. Alcanzada esta densidad se agregd IPTG a una
concentracion final de 1 mM y el cultivo se dejé creciendo a TA por 24 h en
agitacién a 300 rpm. Transcurridas las 24 h, se procedid a extraer la proteinas del
espacio periplasmico, siguiendo el protocolo descrito por Minsky et al, [77]. Para
comprobar la induccion se realizaron ensayos de ELISA utilizando como
anticuerpo primario un anti-His marcado con HPR. Para el revelado se utilizé6 TMB.
Otra forma de visualizar la induccién de las clonas fue mediante Western-Blot.
Para ello, las muestras extraidas fueron precipitadas con Metanol:Clorformo (600
pl: 450 pl) y re-suspendidas en buffer de carga, las cuales fueron corridas en un
gel acrilamida al 12 % durante 2 h a 110 V. Posteriormente, las proteinas
separadas en el gel se transfirieron a un membrana de nitrocelulosa mediante una
transferencia semi-seca utilizado el Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-
rad), la cual se realizé por 2 h a 18 V utilizando el buffer Towbin. Posterior a la
trasferencia, la inmunodetecién se realizd usando el mismo anticuerpo para el
ELISA pero esta vez el relevado se realizd con el reactivo Color-Developer
Reagent de Bio-rad agregandole 40 pL H20; al 30%. Una vez que se comprobd la
expresion de los VNARs, se procedid a su purificacion por medio de una
cromatografia de afinidad sobre una resina de Ni-NTA. En breve, los extractos
fueron mezclados con la resina e incubados por 1 h a 4°C en agitacion.
Posteriormente, la mezcla fue cargada en una columna de plastico (Biorad) y se
dej6é asentar para separar la resina del extracto. Luego se destapd la columna
para dejar eluir la fraccion con la proteina no unidad y posteriormente se lavé con

10 volumenes de buffer de equilibrio, seguido de un lavado con el buffer de

39



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

lavado. Al terminar los lavados, la proteina unida a la resina se eluyé con 4
lavados de medio volumen de buffer de elucion. Las fracciones recuperadas
fueron dializadas contra PBS 1X y se guardaron a -20°C para usarse en los

ensayos de funcionalidad.

6.2.7 Ensayos de funcionalidad de las VNARs expresados.

6.2.7.1 Crecimiento de células tumorales.

Para los ensayos de reconocimiento se trabajo con lineas celulares SUDHL-4 y
OCI-Ly7, que son lineas de un tipo de linfoma difuso de células grandes B
(LDCGB), las cuales fueron donadas amablemente por el Dr. Luis Villela de la
catedra de Hematologia y Cancer del Instituto Tecnolégico y de Estudios
Superiores de Monterrey. Se crecieron en medio RPMI-1640 suplementado con 10
% de SBF y en incubadora con atmosfera al 5 % de CO, a 37°C. Los pasajes se
realizaron cada 48 h y consistian en centrifugar el cultivo a 300 g por 5 min a TA,

desechar el sobrenadante y re-suspender las lineas en medio fresco.

6.2.7.1 Aislamiento y caracterizacion de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC).

El aislamiento de PBMC se realizé mediante centrifugacion en gradiente utilizando
el reactivo Histopaque-1077. De manera breve, 3 mL del Histopaque-1077 fueron
colocados en un tubo de falcon de 15 mL. Después de esto, fueron colocados
lentamente 3 mL de sangre periférica (tomada en un tubo con EDTA, tapa
morada) en la parte superior del histopaque, lentamente para no mezclar la sangre

con el reactivo. Posteriormente se centrifugd el tubo por 30 min a una velocidad de
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400 g a TA. Terminada la centrifugacion, se eliminé la fase superior y se transfirid
la interface (Buffy coat) a un tubo falcon de 15 mL nuevo. Se lavé 3 veces con 10
mL de PBS 1X (en cada lavada se centrifugd a 250 g por 10 min). Finalmente, las

células fueron re-suspendidas en 2 mL de PBS.

6.2.7.3 Ensayos de reconocimiento celular.

Para ver la capacidad de reconocimiento de los VNARs y del scFv anti-CD16, se
realizaron ensayos de citometria de flujo. Para estos analisis, se colocaron 1 x 10°
células (Ly7, SUDHL-4, NIH 3T3 y PBMC) en tubos para citometria (BD) y se
lavaron dos veces con PBS. Después, a los lavados se agregaron 50 uL de las
fracciones de VNARSs producidos y dializados y se dejaron incubando a 4°C por 1 h
en oscuridad, después de lo cual se lavaron dos veces mas las células y se
agregaron 10 pyL de un anti-His marcado con PE (BD). Se dejé incubando en
oscuridad a TA por 30 min y una vez trascurrido el tiempo se lavd una vez con
PBS y se resuspendié en FACSFlow. Las muestras fueron leidas en el FACSCano
Il de la compaiia Beckton-Dickinson. Como control positivo de tincidon se utilizé un

anti-CD19 marcado con PE y como control negativo se utilizé PBS.
6.2.8 Generacion de anticuerpo bi-especifico.

6.2.8.1 Amplificacion de secuencias vNAR.

Las secuencias VNAR que tuvieron cierta capacidad de reconocimiento fueron
insertadas en el vector pUC119. Esto para generar la unién del scFv con el vYNAR
mediante un link polipeptidico con la secuencia (GGGS),. En breve, mediante

primers dirigidos contra las regiones 5’ y 3’, se insertaron los sitios de restriccion
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Nde |'y Xho |, los cuales se encuentran en el pUC119 en la region 3’ para asi
permitir la generacion de la secuencia scFv-(GGGGS),-vNAR. Para esto, en un
tubo de 0.2 mL se agregaron 25 uL del mastermix Gotaq, 1 yL de “forward” y
“reverse primers” (1 uM), 21 yL de agua miliQ y 2 yL del ADN plasmidico (500 ng).
La reaccion fue incubada a 94°C por 5 min seguido de 30 ciclos de 94°C por 45 s,
65°C por 30 s y 72°C por 45 s, para terminar con una extension final de 72°C por 5

min.

6.2.8.1 Digestién y ligacion de vNAR con pUC119.

Los productos de la PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 2 %; para
posteriormente digerirlos junto con el pU119 con las enzimas Nde | y Xho I. La
reaccion de digestion se realizé con 2 pL de buffer 3, 2 yL de BSA 10X, 0.25 pL de
Xho |, 0.25 uL de Nde I, 5 uL de PA, 5 pL de pUC119 y 14.5 pL de agua miliQ. La
reaccion se dejo incubando a 37°C toda la noche. Al dia siguiente, la digestion fue
visualizada en gel de acrilamida al 1.5 %. Una vez que se comprob¢ la digestidon
de VNARs y el pUC119, se realiz6é una ligacidn para insertar los vVNARs dentro del
pUC119. En un tubo de 0.2 mL se agregaron 2 uL de buffer de ligasa 10X, 1 pyL de
ligasa (10 U), 10 yL de la reaccion de digestion y 8 yL de agua miliQ. Esta
reaccion se dejo incubando a TA toda la noche y al dia siguiente se analizé en un

gel de agaroa al 1.5 %.

6.2.8.1 Tamizaje de clonas con anticuerpo bi-especifico
Las reacciones de ligacién anteriores fueron transformadas en la cepa de E. coli
BL21 y sembradas en agar LB con carbenicilina. Al dia siguiente se realizaron

PCRs de colonia para evaluar si las clonas tenian el inserto del tamafo
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correspondiente, utilizando los mismos primers y condiciones de reaccion usadas
pasa amplificar el vVNAR. Las clonas que amplificaron se mandaron secuenciar
para comprar la insercion del vVNAR dentro de pUC119 y la formacién de

anticuerpo bi-especifico.

6.2.8.2 Expresion de las clonas con anticuerpo bi-especifico.
La produccion y extraccion de las proteinas bi-especificas se realizaron siguiendo

los mismos pasos que en la secciéon 5.2.6

6.2.9 Ensayos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

Para analizar si el anticuerpo era capaz de re-direccionar la citotoxicidad de las
células efectoras hacia las células blanco, se utilizé la linea celular de linfoma
SUDHL-4 (CD19 positivas), la cual se dej6é incubando con células mononucleares
aisladas de sangre periférica (PBMCs) a diferentes relaciones de células
efectoras: células blanco (E:B) y diferentes concentraciones de nuestro anticuerpo
bi-especifico. En breve, se colocaron 10,000 células en pozos de placas de ELISA
por triplicado con diferentes concentraciones de células efectoras (PBMC) desde
10,000 hasta 500,000. Se agregaron 50 uL del extracto del anticuerpo bi-
especifico; en el caso del Rituximab, se agregd una concentracion final de 10
Mg/mL, las células se dejaron incubando por 4 h y posteriormente se agregaron 20
ML del reactivo revelador para detectar la concentracion de la lactato
deshidrogenasa y se midid por espectrofotometria. Todas las pruebas se

realizaron por triplicado y utilizando como control positivo el Rituximab comercial.
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7. RESULTADOS.

7.1 Inmunizacion de tiburones.

En las muestras de sangrado tomadas 7 dias después de cada refuerzo con el
antigeno, se pudo observar la respuesta del tiburén hacia la proteina desde la
semana posterior a su primera inmunizacion. Con este resultado se pudo proceder

a la siguiente etapa, la cual consistid en el aislamiento de los vNARs (Fig. 10).

0.800 1
0.700 1
0.600 1
1)
G 0.500 -
c
S 0.400
2
£ 0300 -
0.200
0.100 1
D.W{} N - 4 " — . . T ™ -y -t " — - - —
to 11 12 13 ta ts t6 t7

Semanas de sangrado

Figura 10. Respuesta del tiburén hacia el antigeno. Analisis por ELISA para monitorear el
incremento de las IgNARs mediante un anticuerpo de gallina dirigido contra estas
inmunoglobulinas del tiburén.

7.2 Aislamiento de secuencias del tipo vNAR.

Se aislo el bazo del tiburdn inmunizado, el cual fue utilizado para extraer los
linfocitos B y aislar el ARN total, el cual se obtuvo con un buen rendimiento y de
alta calidad, lo cual quedé demostrado en su analisis de electroforesis en gel de

agarosa (Fig. 11). A partir de del ARN se logro sintetizar el ADNc, el que a la vez
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fue usado como templado para amplificar los dominios variables de las IgNARs del
tiburdn. A los productos de amplificacion se les constaté un tamafo aproximado de
350 pb, pudiendo variar de acuerdo a las secuencias de los distintos tipos de
VNARs. La ligacidon de estos productos amplificados con el vector no se analizé
por electroforesis en gel de agarosa por lo limitado de su cantidad, siendo
recomendable destinarla en su totalidad para la generacién de biblioteca, por lo

que no se muestra imagen alguna de esta reaccion.

B) C)

Ladder pComb3 Inserto vNARs radder Ctl+ ¢DNA Muestra 1 Muestra2

4000 pb
3000 pb

750 ob
500 ob

250 ph —

500 pb
400 pb
300 pb

Figura 11. Aislamiento de vVNARSs. Imagenes de geles de agarosa con las diferentes etapas de la
generacion de la biblioteca. A) gel del ARN total extraido del bazo del tiburén. B) comprobacion de
la amplificacion de los vNARs a partir del ARNm mediante PCR. C) Digestiéon del vector fagémido
pComb3X y de los VNARs con la enzima Sfi I, previo a su ligacion. Gel de agarosa al 1.5 % tefido
con bromuro de etidio.

7.3 Generacion de la biblioteca de VNARs.

La ligacion de los vNARs dentro del vector pComb3X y su posterior transformacion
en la cepa de E. coli ER2537, arroj6 una biblioteca de una complejidad de 1.5 x
108 ufc/ug de ADN transformado. El control negativo (células de E. coli sin infectar

con el fago) no mostré colonia alguna, indicando que la cepa estaba libre de
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contaminacion con alguna bacteria infectada con el fago en cuestion o alguno otro
fago residual de otros “panning” realizados anteriormente en el laboratorio. Por
otro lado, en el control en donde soélo se sembré la solucién de fago helper se
observaron 19 colonias, lo que indicé que la preparacién de fagos tenia una
minima cantidad de bacterias arrastradas desde su preparacion. Aun cuando se
encontraron colonias, el numero resulté muy bajo (19 colonias), o que se puede
descartar como problema serio ya que el volumen tomado para esta placa fue
directo de la solucién de fagos; es decir, no se diluyd, lo que indica que el nivel de
contaminacion es en efecto muy bajo y por tanto despreciable. En el caso de las
bacterias infectadas con diferentes concentraciones de la biblioteca, se puede
constatar también que a partir de la dilucién mayor realizada (1 x 10%) se observo
el crecimiento de una o muy pocas colonias y en las diluciones menores el numero

de éstas fue aumentando (Fig 12).
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E. colien LB E. coli sin infectar Solo fago helper

Dilucion 1 x 10° Dilucion 1 x 10° Dilucion 1 x 107

—

Figura 12. Titulo de la biblioteca. Imagenes de cada unas de las placas sembradas a la hora de
evaluar el tamafo de la biblioteca, resultante de transformar la cepa bacteriana con la ligacién de
los productos de la PCR para VNARs y el vector fagémido.

Antes de empezar el proceso de seleccién (panning), se levantaron algunas de las
colonias para confirmar la proporcién de éstas que portaban un inserto del tamano
correspondiente a la secuencia de los vVNARs, mediante PCR utilizando “primers”
dirigidos contras zonas que flanquean el sitio de insercion del pComb3X, cuyo
tamafio cuando hay un inserto es aproximadamente de 650 pb. Esto con la
finalidad de corroborar la identidad de la biblioteca y no s6lo su complejidad. Como

se puede observar en la figura 13, de las 10 colonias que se levantaron, las 10
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fueron positivas en el tamizaje por PCR, pudiéndose ademas observar una ligera
diferencia en los tamafnos de los fragmentos, lo que indica que las clonas son

distintas entre si a causa de los diversos VNARs que guardan en su genoma.

1000pb __s,
700 pb
600 pb

Figura 13. Tamizaje de colonias previo al despliegue de fagos. Imagenes donde se puede
observar un fragmento de aproximadamente 650 pb, correspondiente a la secuencia de un vNAR
tipico, mas parte del vector fagémido amplificado con los primeres OmpA y gback. Las bandas
amplificadas presentan ligeras diferencias en sus tamafios. M = marcador de 100pb, + = control
positivo, - = control negativo, 1-10 = colonias analizadas. Gel de agarosa al 1.5 % tefido con
bromuro de etidio.

7.4 Seleccidon de vNARSs con afinidad hacia nuestro antigeno blanco.

La biblioteca generada con un tamafio de 1.5 x 10® ufc/ug fue sometida a un
proceso de seleccion usando como “anzuelo” a la proteina recombinante CD19.
Durante cada ronda de seleccion se obtenian los titulos de los fagos que entraban
(Input) y los fagos que salian al recuperar le elucion (Ouput). Como se puede
observar en el cuadro 2, los titulos de “entrada” estaban en el orden de 10'%-10",
mientras que los de “salida” (posterior a los lavados) se encontraron en el orden

de 10°.
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Tabla 2. Titulos de entra y de salida durante las cuatro rondas del “panning”.

Ronda 1 Entrada 1.8 x10 ufc/ml
Salida 1.92 x 10° ufc totales
Ronda 2 Entrada 3.47 x 1013ufc/ml
Salida 4.82x10° ufc
Ronda 3 Entrada 4.5 x 1012 ufc/ml
Salida 4.05x 10" ufc
Ronda 4 Entrada 3.06 x 1012 ufc/ml
Salida 5.52x 10  ufc

Realizadas las cuatro rondas de seleccion, se efectuaron PCRs para analizar las
colonias que contenian las secuencias tipo VNARs en sus genomas. Como se
puede observar en la figura 14, de las 23 colonias analizadas, 21 fueron positivas
para un fragmento de alrededor de 650 pb, con ligeras diferencias en sus
tamanos, similar a lo observado en la etapa de andlisis de la calidad de la
biblioteca. Estas colonias se dejaron creciendo en medio liquido (LB) durante la
noche y al dia siguiente se extrajo el ADN plamidico, para mandar a secuenciar el

fragmento de 650 pb (Fig 15).
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Figura 14. Tamizaje de colonias posterior al despliegue de fagos. Visualizaciéon de los
fragmentos de aproximadamente 650 pb, correspondientes secuencias del tipo VNAR con una
parte del vector fagémido amplificado con los primeres OmpA y gback. Las bandas presentan una
ligera diversidad en tamanfo, lo cual representa la variabilidad de las colonias aisladas. Gel de

agarosa al 1.5 % tefido con bromuro de etidio.

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13

14 15 16 17 18 18 20 21 22 23 24 25 26

Figura 15. ADN plasmidico aislado de colonias VNAR positivas. Las clonas positivas para el
fragmento de VNAR fueron crecidas y se aisl6 el pldsmido de estas, con la finalidad de mandar a
secuenciar y conocer la identidad (secuencia nucleotidica) de las clonas aisladas mediante el
panning. Gel de agarosa al 1.0 % tefido con syber green.
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Las secuencias de los insertos de diferentes clonas mostraron similitudes vy

diferencias (ver anexo). Una vez que sus codones se tradujeron a aminoacidos se

pudieron observar las caracteristicas candnicas de una secuencias tipo VNAR (Fig.

16). Por un lado, poseen las regiones de variabilidad correspondientes a las CDR1

y CDR3, esta ultima de mayor tamafio y con una mayor variabilidad, lo que las

hacen muy buenas candidatas a tener algun grado de reconocimiento y afinidad

por la proteina blanco de interés. Ademas, poseen cisteinas en las posiciones 22 y

83, las

reportadas.
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23L
R33
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%

Figura 16. Secuencias aminoacidicas de vNARs. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas
de las clonas secuenciadas, donde se marcan las regiones de hipervariabilidad CDR1 y CDRS3.
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Esta ultima con una longitud considerable y variable.
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7.5 Expresioén de clonas con secuencias VNAR integras y scFv anti-
CD16.

Los plasmidos con una secuencia integra fueron transformados en la cepa BL21
de E. coli y para cultivar biomasa fueron sometidos a induccién con IPTG para
activar la expresion del vNAR recombinante. Para visualizar la expresion de las
proteinas, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS y con estos
se practicé western blot (WB) contra la cola de histidinas que fue insertada en los
VNAR por el vector fagémido (Fig 17). Una vez que se observo la induccion por
parte de las clonas seleccionadas, se procedié a la obtencién primero y a la
purificacion después de las proteinas del periplasma, usando cromatografia de

afinidad por metales inmovilizados en contra de la cola de histidinas.
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Figura 17. Induccion de vNARs y scFv. Visualizacién de los perfiles proteicos de las clonas
inducidas. a) geles de poliacrilamida al 12 %, donde se descarta la banda correspondiente a las
proteinas de interés, b) inmunodeteccién de las proteinas por wester blot donde se pueden
apreciar las proteinas tipo VNARS, cuyo peso aproximado es de 17 kDa y del scFv cuyo tamafio es
aproximadamente de 32 kDa.

Las proteinas perimplasmaticas fueron mezcladas e incubadas con la resina de
agarosa Ni-NTA, para permitir la union de los residuos de la cola de histidinas con
el metal de la resina. Los extractos en la elusion final fueron recuperados vy
analizados mediante ELISA para evaluar la cantidad de proteina presente en las
fracciones finales recuperadas. Como se puede observar en las figuras 18 y 19, se
logran ver las cantidades de la proteina de interés (VWNAR) en las diferentes

fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion.
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Figura 18. Rastreo por ELISA de vNARs recombinantes. Comportamiento del proceso de
purificacion por afinidad de las proteinas vNARs, donde se logra observar que las proteinas son
eluidas en las cuatro fracciones finales. Estas fracciones se mezclan y de aqui se tomd para
realizar el ELISA.
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Figura 19. Purificacion de los extractos periplasmicos. Fracciones obtenidas durante el
protocolo de purificacién de los extractos periplasmaticos. a) purificacion de uno de los diez vNARs
aislados en el “panning”, cuyo tamafo anda alrededor de los 16 kDa. b) purificacion del scFv, el
cual tiene un tamafo aproximado tedrico de 32 kDa. M = marcador de peso molecular, 1 = Extracto
periplasmico; 2 = fraccion no unidad a la resina; 3 = Lavado 1 (20 mM de imidazol); 4 = Lavado 2
(50 mM de imidazol); 5-8 = fracciones de elucién (250 mM de imidazol). Gel de poliacrilamida SDS
al 12 %.

Las fracciones con la proteina purificada fueron utilizadas dializadas contra PBS y

posteriormente empleadas para realizar los ensayos de reconocimiento celular.
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7.6 Ensayos de reconocimiento celular.

Antes de llevar a cabo los ensayos de reconocimiento celular con las proteinas
aisladas, se procedié a comprobar la presencia de las proteinas de interés (CD16
y CD19) en las poblaciones de linfocitos aislados de sangre periférica. Como se
puede observar en la figura 19, las PBMCs presentan dos poblaciones diferentes
en tamafno y complejidad, las cuales corresponden a los linfocitos y a los
monocitos (Fig 20). Lo anterior es corroborado al observar la presencia de la
expresion de la proteina CD19 en el caso de los linfocitos (poblacion en verde, Fig
20D), mientras en el caso de los monocitos la positividad es para la presencia del
marcador de superficie CD14 (poblacion en azul, Fig. 20B), ademas ambas

poblaciones expresan la proteina de superficie CD16 (Fig. 20C).
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Figura 20. Caracterizacion inmunofenotipica de PBMCs. Citogramas (dot-plot) de PBMCs. A)
disposicion espacial de los monocitos y los linfocitos en base a su tamafio y su complejidad. B)

expresion de CD14 en la poblacién de monocitos. C) expresion de CD16 en la poblaciéon de
linfocitos. D) expresion de CD19 en un grupo de linfocitos B.
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Con las proteinas purificadas se realizaron ensayos a fin de verificar la capacidad
de éstas para reconocer su molécula blanco, mediante citometria de flujo. En el
caso del scFv anti-CD16 se utilizaron PBMCs para evaluar si el fragmento de
anticuerpo se podia unir hacia la proteina CD16 expresada en los linfocitos B y
NK, empleando células NIH3T3 (fibroblastos de ratén) como control negativo;
mientras que los VNARs obtenidos del “panning”, se utilizaron contra células CD19
positivas: por una lado dos lineas celulares de linfoma y por el otro linfocitos
aislados de sangre periférica, recurriendo también a fibroblastos de raton (CD19-)

como control negativo.

En el caso del scFv anti-CD16, se logré observar que el fragmento era capaz de
reconocer dos poblaciones dentro de las PBMCs. Esto se puede deducir por la
diferencia en intensidad de la sefal emitida por anticuerpo secundario anti-His por
parte de cada poblacién. Es decir, una poblacion es CD16 “dim” mientras que la
otra es CD16 “bright”; comportamiento que es igualmente observado en el control
positivo, que en este caso fue una IgG anti-CD16 (Fig. 21). Por su parte, se logro
demostrar la especificidad de la molécula ya que no fue capaz de unirse a las
células NIH 3T3, comportamiento equivalente al control negativo en donde se

utilizé PBS en lugar de la molécula.
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Figura 21. Caracterizacion funcional del scFv anti-CD16. Citogramas de la evaluacion
funcional del scFv anti-CD16, A) PBMCs sin marcar, solo se utiliz6 PBS, B) PBMCs marcadas con
un anti-CD16 comercial marcado con PE y donde se logra observar como las poblaciones CD16
positivas se colocan a la derecha C) PBMCs marcadas con el scFv anti-CD16 a evaluar y donde se
observa el mismo comportamiento que utilizando en anticuerpo comercial, D) NIH 3T3, la cual es
una linea celular CD16 negativa y en donde al marcar con el scFv no se logra ver sefial alguna.
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En el caso de la capacidad de reconocimiento de los VNAR recombinantes, se

observé que cuatro moléculas, las de las clonas 6L, 12L, 13L, y 25L, mostraron

un ligero grado de reconocimiento hacia las células tumorales, comparado con el

control negativo en donde se puede observar la falta sefal (Fig. 22). Pero en

mucho menor grado con respecto a la intensidad de la sefial del control positivo

(IgG anti-CD19), donde se puede observar el desplazamiento de la curva hacia la

derecha. Es decir, cuatro de las diez clonas mostraron cierto grado de unién hacia

el antigeno presente en las células tumorales, mientras que las seis restantes se

comportan igual que el control negativo, fallando en emitir sefal alguna.
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Figura 22. Caracterizacién funcional de los VNARs aislados. Resultados de los ensayos de
reconocimiento sobre las lineas celulares. A) Sobre la linea celular OCI-Ly7, donde en las
muestras marcadas con asterisco se observa un ligero desplazamiento de la curva hacia la
derecha (positividad). B) mismo analisis empleando la linea celular SUDHL-4.

Una vez que se observo cierto grado de afinidad por parte de cuatro de los diez
vVNARs producidos, se analiz6 si este grado de reconocimiento era especifico de
células derivadas de linfocitos (CD19+), por lo que se realizé un ensayo utilizando
células negativas para este marcador de superficie celular. En este caso, por la

disponibilidad que se tenia, se utilizo la linea celular NIH 3T3, la cual es una linea
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de fribroblastos de raton y cuya expresién de CD19 es nula, tal y como se puede
constatar en el control donde se utilizé la IgG anti-CD19 comercial, en el se puede
apreciar la falta de positividad (Fig. 23). En esta misma figura 22, los cuatro
vNARs (6L, 12L, 13L y 25L) presentaron un grado de reconocimiento por las
células NIH 3T3, lo que muestra la falta de especificidad de nuestras clonas, los
seis VNARs restantes carecen de afinidad por la linea celular al igual que con las

otras dos lineas celulares tumorales.
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Figura 23. Reconocimiento sobre la linea celular NIH 3T3. Histogramas de citometria, al igual
que en los otros dos ensayos, se puede observar cierto grado de afinidad hacia la linea de

fibroblastos por parte de las mismas cuatro clonas; mientras que las seis clonas restantes carecen
de union.
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Con los resultados anteriores, se decidié analizar el grado de reconocimiento de
tres VNARSs en linfocitos aislados de sangre periférica: Las clonas 6L y 13L, cuyos
vNARs mostraron mayor grado de positividad en las lineas celulares anteriores y
el VNAR de la clona 43R, el cual no fue capaz de mostrar sefal de reconocimiento
en ninguna de las lineas celulares anteriores. En este ensayo se encontro el
mismo comportamiento antes descrito: las clonas 6L y 13 mostraron afinidad por
ciertas poblaciones de linfocitos, mientras que la clonas 43R no lo hizo. Cabe
sefalar que en una grafica de tamafo vs complejidad, mientras el control positivo
(IgG anti-CD19) fue capaz de reconocer soélo una poblacién posicionada a la altura
y nivel de los linfocitos (como era de esperarse por marcar soélo linfocitos),
nuestras clonas ademas de marcar la misma poblacion celular, fueron capaces de
reconocer una poblacién que se colocé en la zona habitual de los monocitos (en la
misma grafica de tamafo vs complejidad), lo que reafirma la falta de especificidad
de los VNARs aislados, ya que los monocitos carecen de la expresion de la

proteina CD19 (Fig. 24).
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Figura 24. Reconocimiento de vNARs sobre PBMCs. Citrogramas (dot-plot) en los que se
muestra el reconocimiento (azul) de los vNARs 6L y 13L sobre dos poblaciones celulares de
tamafos y complejidades distintas, que dada la localizacion, se asume que son linfocitos y
monocitos. El control positivo (IgG anti CD19) reconoce una pequefia poblacién de linfocitos

(verde), mientras que el control negativo (PBS) y la clona R43 no son capaces de emitir sefal
alguna.

7.7 Generacion de formato bi-especifico.

Aun cuando las clonas no tuvieron una especificidad adecuada por el antigeno
blanco, se decidié sacar estos cuatro VNARs vy ligarlos al scFv anti-CD16 para
evaluar el re-direccionamiento de células B hacia las células tumorales por parte
de esta construccion bi-especifica scFv-vNAR (AntCD16-anti-CD19). En la
amplificacion de vNAR mediante PCR, se logré obtener las secuencias de las
clonas 6L y 13L, a los cuales se les agregaron sitios de corte homologos al vector
que expresa el scFv. Posteriormente se logro la digestidon de estos productos

amplificados junto con el vector pUC119 (que contiene la secuencia anti-CD16)
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con las enzimas Nde | y Xho |, después de comprobada la digestion se realizo la
ligaciéon, la cual esta vez si se logré observar en el gel de agarosa (Fig. 25) y

posteriormente se llevo a cabo la transformacion de la ligaciones realizadas.
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Figura 25. Etapas de la generacion del ac. bi-especifico. A) Amplificacion de los vNARs donde
se insertaron los sitios de corte homologos al vector pUC119, B) digestién de los productos de PCR
y del vector, C) ligacion de productos de digestién con Nde | y Xho I. Geles de agarosa al 1.5 %
tefido con bromuro de etidio.

Las clonas que crecieron en LB agar con carbenicilina se tamizaron por PCR para
evaluar la presencia del fragmento VNAR; se obtuvieron pocas colonias positivas
para el fragmento de 13L y estas se mandaron a secuenciar, con lo que se
comprobé la insercion del vNAR dentro del vector, ademas de su localizacién con
respecto a la secuencia codificante del scFv (en el extremo 3’) (ver anexo); la
clonas con la secuencia 6L resultaron negativas. La clona positiva para la
construccion del bi-especifico scFv-vNAR13L se crecido en LB y se realizd la
induccion con las mismas condiciones realizadas en las etapas anteriores, donde

se pudo comprobar mediante WB la expresion en formato bi-especifico del vNAR
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13L; es decir, el aumento en tamafio de la clona 13L de pasar de 16 KDa a cerca

de 40 kDa (Fig. 26).

A) B)
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Figura 26. Induccion de las clonas con insertos de scFv-vNAR13L. a) gel de poliacrilamida
residual de la trasferencia b) Western blot para la inmunodeteccion de las cola de histidinas que es
agregada por el plasmido de expresion.

7.8 Ensayos de lisis celular por re-direccionamiento de células CD16.

Una vez que se logré obtener el anticuerpo bi-especifico conformado por la
secuencia codificante del fragmento scFv dirigido contra la proteina CD16 y su
union con el vNAR (clona 13L) dirigido contra la proteina CD19 (con cierto grado
de inespecificidad), se realizaron los ensayos de lisis celular dependiente de
anticuerpo. Para esto se dejaron incubando diferentes concentraciones de células
efectoras (CD16 positivas) con una concentracién constante de células blanco
(SUDHL-4, CD19 positivas) junto con una concentracion constante del Rituximab
(Anti-CD20, 10 pg/mL), el cual se usé como control positivo ya que es el

anticuerpo utilizado actualmente en el tratamiento de ciertos tipo de leucemias y
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linfomas de células B; y en el caso de nuestra proteina, utilizamos un volumen
constante del extracto purificado (50 pL), misma cantidad que utilizamos en los
ensayos de citometria de flujo. Al analizar los resultados se logré observar el
efecto citotoxico en el caso del Rituximab, mientras que en el caso de nuestra
construccion no fue posible constatar efecto alguno sobre las células tumorales

(Fig. 27).
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Figura 27. Ensayo de lisis celular. Diferentes concentraciones de células efectoras incubadas
con células blanco, evidenciando el efecto litico del Rituximab (linea azul), mientras que la
construccion scFv-vNAR13L muestra el mimo comportamiento que las células incubadas con
medio de cultivo.
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8. DISCUSION.

Diversos han sido los abordajes tecnoldgicos para la explotacion de la proteina
CD19 como blanco terapéutico en el tratamiento de malignidades hematoldgicas;
abordajes que van desde los anticuerpos conjugados, los anticuerpos bi-
especificos y ultimamente los receptores quiméricos antigénicos de células T
(CART cells, por sus siglas en ingles) [65, 67, 78-81]. Por esta razén, el desarrollo
de moléculas con capacidad de reconocimiento especifico para este antigeno
leucocitario, es una piedra angular en el desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas. Para contribuir en esta meta, nosotros generamos una biblioteca de
dominios VNAR a partir de un tiburdn cornudo (Heterodontus francisci) inmunizado
con la proteina CD19, con el fin de asilar moléculas capaces de reconocer el

dominio extramembranal.

Con respecto a la complejidad de nuestra biblioteca, se logré obtener un tamafo
de 1.5 x 108 ufc, que es de un tamafio considerado como aceptable cuando es
comparado con el reportado por Nuttall, quien aislé una biblioteca de 3 x 10" ufc

utilizando otra especie de tiburdn [82].

Después del proceso de “panneo” contra la proteina CD19, se lograron aislar 10
secuencias tipo VNARs con sus dominios y secuencias caracteristicas, como es el
dominio CDR3 que present6 tamafos que van desde los 11 hasta los 28 residuos
aminoacidicos. Ademas, de acuerdo a la presencia de una leucina en lugar del
triptéfano en la posiciéon 31, se logréo deducir que correspondian a secuencias

VNAR del tipo 2 [50, 83]. Ademas de lo anterior, cuatro de estas secuencias
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canonicas comparten una cisteina en la posicion 29, la cual es otra caracteristica
de un VNAR tipo 2 y cuya funciéon es la de unir y estabilizar las dominios CDR1
con el CDR3 a través de un enlace disulfuro con una cisteina dentro del CDR3

[84].

Con respecto al proceso de produccion y semi-purificacion, tanto las clonas de
VNARs como la clona del fragmento de anticuerpo en formato scFv donado por el
Dr. Louis Weiner [38], se lograron expresar asi como semi-purificar mediante
cromatografia de afinidad. Aunque es de resaltar que a pesar de expresarse en la
misma cepa de E. coli, los resultados de los ELISA de expresion antes y después
de la purificacidn mostraron una mayor cantidad de la proteina scFv en la fraccion
del extracto periplasmico con respecto a los VNARs. El hallazgo anterior puede
deberse a las secuencias de exportacion utilizadas, ya que mientras los vNARs se
encuentran en el pComb3X, cuya secuencia de exportacion es la utilizada por la
‘outer membrane protein A” (ompA) de E. coli (MKKTAIAIAVALAGFATVAQA), el
scFv se encuentra en el vector pUC119 y cuya secuencia de exportacion es la
utilizada por la pectato liasa B (pelB) de Erwinia caotocora
(MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA) [85], lo que podria explicar las diferencias en
los niveles de expresion de las proteinas en el espacio periplasmico y es que los
niveles de expresion en los extractos de proteina total fueron muy similares tanto

de vNARs como del scFv.

En cuanto a la funcionalidad de los VNAR expresados, se logré observar una
capacidad de reconocimiento o unién moderada de cuatro clonas, mientras que

las seis clonas restantes no mostraron sefal alguna de unién hacia las células de
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linfoma. Sin embargo, estas cuatro clonas también mostraron uniéon hacia
fibroblastos de raton (células CD19 negativas). Por otro lado, debido a que la
propuesta de este trabajo fue la generacion de moléculas con capacidad de union
(vNARSs) hacia una proteina expresada en linfocitos B (CD19), tres clonas fueron
evaluadas por su capacidad de reconocimiento con células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). Como se puede observar en la figura 22, los vNARs 6L
y 13L se unen a una poblacién celular que se localiza en la zona de los linfocitos
(con respecto a su tamafio y complejidad) [86-87], ademas de reflejar el mismo
patron que es observado al usar un anti-CD19 comercial para marcar linfocitos B.
Sin embargo, en este mismo analisis (tamafio vs complejidad), los vVNARs se unen
otra poblacién celular diferente a los linfocitos en tamafo y complejidad. Dicha
poblacién asemeja a los monocitos y esto fue corroborado al tefiir las muestras
con el CD14 (marcador presente en monocitos y algunos linfocitos B)[88], lo cual
confirma que los VNARs analizados no son especificos para linfocitos B. La 3er
clona analizada (R43) no fue capaz de reconocer poblacién alguna en las PBMCs.
De manera interesante, la clonas 6L, 12L, 13L y 23L, las cuales mostraron cierto
grado de reconocimiento hacia células tumorales y hacia linfocitos B de sangre
periférica, son las unicas que presentan una cisteina en la posicion 29 en la CDR1
y una cisteina dentro del CDR3, haciendo posible un enlace estable CDR1-CDR3,
lo que podria explicar la capacidad de uniéon (aunque moderada y de baja
especificidad) de estas clonas, con respecto al resto de las mismas, las cuales

carecen de estos aminoacidos y a la vez de cualquier grado de union.
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Una de las posibles razones de la falta de especificidad de los vVNARs asilados,
muy a pesar de tener secuencias estructuralmente adecuadas (en longitud vy
diversidad de la CDR3) o que se pensarian como muy buenas candidatas para
unirse de manera afin y especifica, puede deberse a que en la inmunizacién del
tiburdon se utilizé la secuencia extramembranal completa de la proteina CD19, en
cuya secuencia se presentan dos dominios “IgG-like”, dominio encontrado
frecuentemente en las proteinas de membrana de la mayoria de las células [89-
91], por lo que posiblemente haya una reaccion de reconocimiento cruzada por

parte de los VNARs obtenidos.

Por otra parte, en lo que se refiere a la funcionalidad del scFv anti-CD16, este
fragmento de anticuerpo si fue capaz de reconocer a la poblacion de los linfocitos
CD16+. Se sabe que este antigeno se encuentra en aproximadamente el 15 % de
los linfocitos de sangre periférica [92] y estos valores fueron muy parecidos a los
encontrados en los experimentos en cuestion, ya que mientras el anticuerpo
comercial anti-CD16 (IgG, marcada con PE) logré reportar un 159 % de
positividad de este tipo celular, el scFv reconocié un 16 % de positividad; ademas
de que no fue capaz de reconocer o unirse a las células NIH 3T3 (CD16
negativas), demostrando asi, la especificidad hacia las células CD16 positivas. Lo
anterior demuestra la correcta funcionalidad del fragmento de anticuerpo donado

por el Dr. Louis Weiner y expresado a la par de nuestros VNARs obtenidos [38].

En lo que se refiere a la generacion del anticuerpo bi-especifico, para la union del
VNAR con el scFv, se utilizaron los vNARs que presentaron cierto grado de

reconocimiento, ademas de una clona aislada en el laboratorio de nuestro

69



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

colaborador, el Dr Licea, que se sabe esta dirigida contra una linea celular de
linfoma (clona 1L). En este sentido, se logro la insercion de las clonas 13Ly 1L en
la orientacion adecuada, mientras que las clonas restantes 6L, 12L y 23L no se
lograron clonar adecuadamente. La secuencias de las clonas se muestran en el
anexo 9.3. Una vez que realizaron la expresion y la semi-purificaciéon de las
proteina producida, se probo la capacidad de re-direccionar la citotoxicidad celular
de la clona 13L (scFv-vNAR). Desafortunadamente la construccién (scFv-vNAR)
no mostré poder re-direccionar la citotoxicidad de las células del sistema inmune
(células CD16+) hacia las células blanco (células de linfoma CD19+), como si fue
posible observar este efecto al utilizar el anticuerpo comercial Rituximab (Aanti-
CD20), la cual es la molécula utilizada actualmente en los esquemas terapéuticos

para tratar malignidades de células B.

Una de las posibilidades por las que nuestra construccion no despertd la
respuesta de las células efectoras, puede explicarse debido al tipo linker utilizado
para unir los dos fragmentos de anticuerpos, en este sentido, Simmons y cols.,
reportaron un linker de mayor efectividad para la union de fragmentos de
anticuerpos del tipo VNAR, argumentando una mejor disposicién espacial de los
VNARs, mientras que el linker que utilizamos en este trabajo, principalmente es
utilizado para la generacién de bi-especificos a base de scFv para ambos blancos

(scFv-scFv) [93-94].
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9. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos en cada una de la de las etapas de este proyecto nos
dejan la generacion de una biblioteca de VNARs aislados de un tiburén cornudo
inmunizado con la proteina parcial CD19, de una complejidad considerablemente
buena con respeto a las reportadas por otros investigadores. Las etapas de
seleccién o tamizaje nos arrojaron 10 clonas con secuencias canoénicas de VNAR,
cuatro de las cuales exhibieron cierto grado de reconocimiento por células de

linfoma, pero sin la especificidad esperada.

La generacion del formato bi-especifico a base de un scFv y un vNAR fue otra de
las conclusiones a las que se lograron acceder, desafortunadamente no se logré
obtener el resultado esperado y gran parte de esto se debe a que los VNARs

obtenidos no cumplieron con la especificidad y afinidad esperadas.

En este sentido, diversas aproximaciones para la maduracion de secuencias
pueden ser utilizadas para aumentar la afinidad y la especificidad. Tecnologias
tales como PCR degenerada, DNA shuffling y mutagénesis in vivo, con lo que la
aplicacién de estas tecnologias a nuestros VNAR aislados pueden mejorar su

eventualmente potencial para el tratamientos de malignidades de células B.
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11. ANEXOS.

11.1 Alineamiento nucleotidico de secuencias obtenidas de rondas 3 y
4 del “panning”.

ROOQOOG0O0
ROGGOOGa0

28828228232

lm-mwnvrli G
GTTTCGCTAC CGTGGCCCAG

..__.____...
:I' !_; 3 e

cE@Ty
Ll L FETTEGETEGG
Consensus CCAAGAACGG CAACGAGnGn GACAGGCGAA TCCCTGACCA TTAACTGCGT CCTCACTGAT ACTAACTATG GTTTGTNCGG C

Gﬂmmgllllﬂllﬂﬂﬂ !IIﬂII II!IILLIIIIIIII]IIIIIII III!IIIHH IIIIIIIII!HII JHIhrdlﬂlI dlhri i nrﬂﬂuhll

cnr:'r TGG

Wil {1

Gl cETTcclEG L] lﬂll [-]
e ciTicclcs cETETGTIT G
ci| GETTGGEGS TEECTT G
G| cHTTGG| TEECEY ©
& GETIGGHEGG GET G
o GNTTcclGG T G
[ cHTrcclcs GET -
Gl cHTTcclGe GET G
TTccloc ol T al
{ GHEEG clTTfcclce cETETGTT © @ AREEE HG
Consensus TTCCGGAATA ATCCGGGTTC AACAGATTGG GAACGCATAA CGATTGGCGSEG ACGATATGTT GAATCAGTCA ACAAGGGAGC AAAGTCATTT

rcc-r--mm-"':éfthiﬂlI'HI T |||IIIIIﬂnﬂﬂ

TSI II!IIIHI!WI T [IH!IIIIIIII |IIII'rr14Iﬂ IIIFIlIIIIIII

QOBROO0O0H
OB O0O0D

"
TCAAGGACCT

S |

~GC-CT--CA GTAANTACTA

GBCCAG CAC CATC*CCITC

ww"?lllllﬂl ]III[IIJ[]JHIIIII

83

—
| —



Generacion de un anticuerpo bi-especifico anti-CD19 y CD16 mediador de citotoxicidad tumoral CD16 dependiente

11. 2 Arbol filogenético de la relacion de las clonas aisladas en base a
su secuencia aminoacidica.
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11.3 Estructuras tridimensionales teodricas de las secuencias aisladas.
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11.4 Alineamiento de las secuencia de iniciadores “Forward” y
“Reverse” con secuencia de referencia 13L.

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

13
Reverse
Forward

ATGAAAAAGACAGCTATCGCGATTGCAGTGGCACTGGCTGGTTTCGCTACCGTGGCCCAG

TCCCTGACCATTAACTGCATCCTCACTGATACTGAATGTGGTTTGTACGGCACATCTTGG
—————————————————————— GCAAATCATCATCGTATGATTGGTTTKACGGMMTCTTG
———————————— TGCCCWMAACATAAAACGACATGATGTGGTTTGTACGGCAMCATCTTG

* * * kk kKk kK * * %

TTCCGGAATAATCCGGGTTCAACAGATTGGGAACGCATAACGATTGGCAGACGATATGTT
GTTCCGGATAATCCGGGTTCAACAGATTGGGAACGCATAACGATTGGCAGACGATATGTT
GTTCCGGAWAATCCGGGTTCAACAGATTGGGAACGCATAACGATTGGCAGACGATATGTT

X kK kK kK kA kKA A KA A A A A A KA A A A A A I A A hA Ak d Ak kdk Ak hk Ak khkhkhhkhk ok khkkx

GAATCAGTCAACAAGGGAGCAAAGTCATTTTCTCTGCAAATCAAGGACCTGACAGTTGAA
GAATCAGTCAACAAGGGAGCAAAGTCATTTTCTCTGCAAATCAAGGACCTGACAGTTGAA
GAATCAGTCAACAAGGGAGCAAAGTCATTTTCTCTGCAAATCAAGGACCTGACAGTTGAA

R R I 2 A b S A I b b Ib b 2 db S b 2 I b S db b b 2R db b b A I 2h S b S db b b 2R db b dh I b S SR Ib b b db I b db S b b S b

GACAGTGTCACCTATTACTGCAAAGCGCAAACGTCCAATAGATACTCTCTTCGGCATGGC
GACAGTGTCACCTATTACTGCAAAGCGCAAACGTCCAATAGATACTCTCTTCGGCAKGGC
GACAGTGTCACCTATTACTGCAAAGCGCAAACGTCCAATAGATACTCTCTTCGGCATGGC

KA AR A AR I A AR A AR I A AR A AR I A A A ARk A A A A kA Ak hk kA hkhkhk bk dk Ak hkhrhkkdkx k*h%

TGCTCTGACGGTTACTACTACGACGGAGCTGGCACCGTGCTGACTGTGAACGGCCAGGCC
TGCTCTGACGGTTACTACTACGACGGAGCTGGCACCGTGCTGACTGTGAACGGCCAGGCC
TGCTCTGACGGTTACTACTACGACGGAGCTGGCACCGTGCTGACTGTGAACGGCCAGGCC

KA AR A AR I A AR A AR I A AR A AR I A AR A AR I A AN A AR I A A hA A Ak dA Ak kA Ak kA Ak kA kxk

GGCCAGCACCATCACCATCACCAT - === === === === = mm— o m oo
GGCCAGCACCATCACCATCACCATTAACTCGATCGAGCCCCAAGGGCGAC-ACCCCATAA
GGCCAGCACCATCACCATCACCATTAACTCGATCGAGCCCCAAGGGGCGACACCCCATTA

R R IR e A b S I I b b db b b db S b 2 I b b db 4

TTAGCCCGGGGCGAAAGGGCCCAGTCTTT-—= == ————=——————————
ATTAGCCCGGGCGAAAAGGCCCAGTCTTTCRACTGAGCCTTTTCKTTTA
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11.5 Genomas del vector fagémido pComb3X y del fago helper
M13KO07.

Shine-Dalgarno

e
// CmpA leader

5 1ie8y)
vNAR

_ Sfi 1(626)
—

= .

P B His
pComb3X HAg
3644 bp |
T pi
Kanamlcina_
B
M13K07
8668 hp - Gen il
N _
M13 Ori Gen VI
GenlV Gen
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