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ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpo

ACF: Adyuvante completo de Freund

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico copia

ADNCcs: Acido desoxirribonucleico copia simple cadena

Ag: antigeno

AIF: Adyuvante incompleto de Freund

ARN: Acido ribonucleico (ARNr -ribosémico; ARNt-transferencia; ARNm-mensajero)
BCIP: 5-Bromo-4-Cloro-3'-Indolyfosfato p-Toluidino Sal

BrEt: Bromuro de Etidio

BSA: Sigla en inglés de Seroalbumina bovina

Cadena H: Cadena pesada

Cedena L: Cadena liviana

CDR: Sigla en inglés de Region Determinante de Complementariedad.
CPAs: Células presentadoras de antigenos

DEMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DEPC: Dietilpirocarbonato

DMF: Dimetilformamida

DO: Densidad éptica

DTT: Ditiotreitol

E.coli: Escherichia coli
EDC:1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELISA: Sigla en inglés de Enzimoinmunoensayo

EMBL-EBI: Sigla en inglés de Instituto Europeo Bioinformatico
EtOH: Etanol

FA: Fofatasa alcalina

FDA: Siglas en Ingles de la Administracion de Drogas y Alimentos *
GST: Sigla en inglés de Glutation S-Transferasa

h: horas

HAMA: Sigla en inglés de Respuesta de anticuerpos humanos frente a Ac de raton
HAT: Hypoxantina de Sodio (5 mM), aminopterina (20 uM), timidina (0.8 mM)
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HEPES: Acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico)
HT: Hypoxantina de Sodio (10 mM), timidina (1.6 mM)

Ig: Inmunoglobulina

IL: Interleuquina

Ka: Constante de Afinidad

Kbp: Constante de Disociacion

KLH: Sigla en inglés de Hemocianina de Keyhole Limpet
LB: Luria Bertani

mAc: Anticuerpo monoclonal

MES: acido 2-(N-morfolino)etanesulfonico

min: minutos

Mr: Masa relativa

NBT: Sigla en inglés de Cloruro de Nitro-Blue Tetrazolio
o/n: toda la noche

OPD: o-dianazina, o-fenilenodiamina

pb: Pares de bases

PBS: Sigla en inglés de Tampdn Fosfato Salino

PBS-T: Sigla en inglés de Tampdn Fosfato Salino-Tween 20.
PCR: Sigla en inglés de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
pl: Punto isoeléctrico.

P(MAMVE): Sigla en inglés de copolimero Maleico anhidrido-alt-metil vinil eter.
PO: Peroxidasa

RACE: Sigla en inglés de Amplificacion Répida de extremos de ADNCc.
RPMI: Sigla en inglés de Instituto Roswell Park Memorial
SFB: Suero Fetal Bovino.

SDS-PAGE: Sigla en inglés de Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico.
SOC: Sigla en inglés de Medio Super Optimo

SPDP: N -Succinimidil 3-(2-piridilditio)-propionato

TAE: Tampon Tris-Acético-EDTA

Tm: Temperatura de union de los cebadores.

TMB: Tetra metil Benzidina

T20: Tween 20

V k: Variable k

V W Variable p
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RESUMEN

El desarrollo de anticuerpos con fines terapéuticos ha crecido de forma importante en la tltima
década y ya estan establecidos como una valiosa opcion terapéutica. Técnicas moleculares, han
permitido la generacién de anticuerpos quimericos, humanizados y humanos (comparten estructura
raton-humana o son totalmente humanos) que presentan menor inmunogenicidad y a su vez son mas
eficientes en desencadenar los mecanismos efectores®*. En este trabajo se plante6 la construccion y
expresion de un anticuerpo quimérico capaz de reconocer selectivamente la interleuquina 23 (1L-23),
una interleuquina clave en enfermedades autoinmunes con inflamacion cronica>®. Para ello se partio
de un obteniendo un hibridoma secretor de un monoclonal de raton generado contra la subunidad
menor de la IL-23, (IL23p19), que la distingue dentro de su familia. El anticuerpo quimérico raton-
humano se cred usando dos plasmidos eucariotas; uno de ellos portando la construccion quimérica
para cadena liviana ratbn-humano y el otro el gen quimérico para cadena pesada ratbn-humano. La
expresion de la inmunoglobulina quimérica se logré por cultivo de transfectomas estables de células
CHO-K1 transfectadas con ambos plasmidos simultaneamente. El anticuerpo quimérico expresado
mostro reconocimiento especifico no solo de la subunidad p19, contra la cual fue generado, sino
también de la molécula completa de IL-23 recombinante y bioldgicamente activa, mostrandose como

candidato para desarrollar una terapia dirigida en enfermedades con inflamacion cronica.
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INTRODUCCION

USO DE LOS Ac EN TERAPIA

Los anticuerpos han sido utilizados para tratamiento de enfermedades en humanos ya desde
finales del siglo XIX. A partir de 1893 se comercializa el primer suero de oveja contra difteria para
uso clinico'® y esta practica contintia por varios afios, pero a partir de la década de 1930 comienza a
perder importancia para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Esta, va siendo reemplazada
paulatinamente por terapia con antibidticos, mas segura con respecto a las desventajas que
significaban las reacciones adversas generadas por el uso de sueros animales en humanos. Se
realizaron varios intentos de mejora para superar esas limitaciones, como por ejemplo la utilizacién
de preparaciones de inmunoglobulinas (Igs) o sueros humanos, pero a su vez estos presentaban
desventajas como la variacion entre lotes y la trasmision de enfermedades?!t,

La aparicion de los anticuerpos mAc al final de los 70 lleg6 con la promesa de salvar estas
limitaciones, ya que al ser una técnica de produccion in vitro, se contaria con una producto final
totalmente controlado y estandarizado®?. El éxito clinico fue escaso, el 50% de los pacientes tratados
con mAc generaron una respuesta de anticuerpos frente a los anticuerpos de raton* (respuesta
HAMA), a su vez las funciones efectoras desarrolladas por los mAc no eran eficientes, al igual que
la vida media de los mismos*>14,

Usando ingenieria genética se comenzd a tratar de mejorar estas limitaciones, con estrategias
como la quimerizacion (sustitucion de la region constante del monoclonal de ratén por la region
constante humana®®?), lo cual teéricamente disminuiria la respuesta HAMA y a su vez las funciones
efectoras serian mas eficaces®*°. Si bien muchos estudios demostraron que algunos anticuerpos
quiméricos pueden eludir la respuesta HAMA, aln siguen siendo inmunogénicos por su regién
variable de raton?°, por lo cual se pasé a la humanizacion parcial o total de los Ac terapéuticos?. La
humanizacion implica transferir los CDRs del mAc de raton a la IgG humana, mientras que los
anticuerpos totalmente humanos 24?2 se obtienen a partir de bibliotecas de Anticuerpos humanos
construidas artificialmente en distintos sistemas de expresion (Fagos?, de ARNm, ribosomas, y de
levaduras 2%) o usando ratones transgénicos para Ig humana 2* 2°,

Estas estrategias han hecho que en los ultimos afios los Ac emerjan nuevamente como un importante
farmaco para terapias frente a enfermedades, ya no frente a enfermedades infecciosas sino a

enfermedades autoinmunes y cancer (Tabla 1).
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El potencial beneficioso de este tipo de terapia para dichas enfermedades esta dado por la
especificidad que ofrece el Ac terapéutico, frente a la molécula blanco. De esta manera se evita el
dafio de células normales o la inmunosupresion del paciente, como sucede con la mayoria de los

farmacos usados para el tratamiento de estas enfermedades (quimioterapia, corticoides)?®?’.

*‘&B(iﬂ“ﬁwﬁ%@;”%%f

MURING  me==ts QUIMERICO === HUMAMIZAD Q=== TOTALMENTE
HUMANO

Sharkey, R. M. & Goldenberg, D. M. Targeted therapy of cancer: new prospects for antibodies and immunoconjugates. CA Cancer J Clin 56, 226-243 (2006).

Figura 1: Representacion esquematica del proceso involucrado en la reduccion de la inmunogenicidad de los mAc de
raton. En el Ac quimérico son transferidas las regiones V. y Vi del mAc de raton a la IgG humana. En un Ac humanizado
solo se transfieren los CDRs con algunas regiones flanqueantes que mantienen la estructura conformacional de los CDRs,
desde el mAc de ratén a la IgG humana. Los Ac completamente humanos pueden obtenerse mediante el procedimiento
de obtencién de mAcs, inmunizando ratones transgénicos que producen IgGs humanas o seleccionarse a partir de

bibliotecas de anticuerpos humanos expresadas en fagos .

Tabla 1: Nuevos medicamentos en estudio para enfermedades autoimunes e inflamatorias?”.
Aps: artritis psoriastica; AR: artritis reumatoide; ES: esclorosis sistémica; LES: lupus eritematoso sistémico; PDE-4:

fosfodiesterasa-4; sGC:gualinato ciclasa soluble.

Espondiloartropatias Vasculitis

AR LES ES y Aps sistémica

Mavrilimimab (anti- Epratuzumab Riociguat (estimulantes de Alemtuzumab
GM-CSF) Anti-CD22 la sGC) Apremilast (anti-PDE4 | (anti-CD52)

Rontalizumab Macitentan (antagonista de | Ustekinumab (anti-

Tabalimab (anti-BlyS
Anti-interleucina-
lbeta

Clazakizumab (anti-
IL-6)

Ixekizumab (anti-IL-
17)

Sarilumab (anti-IL-6
subunida alfa)
Sarilumab (anti-IL-6)
Secukinumab (anti-
IL-17a)

(anti-INF alfa)
Tabalumab (anti-
BLyS)

la Endotelina 1)

Anti-TGF-Beta 1

<IL12/23)
Secukinumab (anti-IL-
17a)

Gomez-Puerta, J. A. & Quintana L, G. Nuevos medicamentos en el “Pipeline" para las enfermedades autoinmunes: nuevas opciones y nuevos retos.
Revista Colombiana de Reumatologia 21, 51-56 (2014).
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GENERACION DE UN Ac TERAPEUTICO

El primer paso para la generacion de un Ac terapeutico es definir cual sera el blanco sobre el
cual se pretende ejercer una accion terapéutica. Para ello, se seleccionaran potenciales moléculas
involucradas en la enfermedad de interés, cuyo rol patogenico esté estudiado y definido.
Seguidamente, se procederd a obtener un Ac con las caracteristicas de especificidad, afinidad, subtipo
de Ig necesarias para lograr el mecanismo efector mas adecuado. Posteriormente, se realizaran los
ensayos in vitro, luego ensayos in vivo con animales y finalmente a ensayos clinicos con pacientes?®.

La accion terapéutica dependera entonces directamente de las caracteristicas estructurales del
anticuerpo conseguido; afinidad por el antigeno (moléculablanco) y funciones efectoras de la cadena

pesada. A continuacidn se reporta una breve descripcién de la estructura de los anticuerpos.

SUPERFAMILIA DE INMUNOGLOBULINAS

ESTRUCTURA

Los Ac constituyen una familia de proteinas plasmaticas conocida como Inmunoglobulinas. La
estructura bésica de las Igs, esta constituida por cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas
(H) idénticas entre si (de unos 55 a 70kDa) y dos cadenas livianas (L) idénticas entre si (de
aproximadamente 24kDa). Las dos cadenas pesadas estan unidas covalentemente por uno o varios
puentes disulfuro y cada cadena H estd unida a una cadena L a través de otros puentes disulfuros
(Figura 2)%.

12



Introduccion
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

Union
al
antigeno

Y

Actividad
Bicloegica

http://patoral.umayor.cl/inmunodef/ap_inmuno/Image13.jpg.

Figura 2: Estructura basica de una lg. Una molécula de Ig esta formada por cuatro polipéptidos; dos polipéptidos
idénticos de tamafio mayor (cadenas polipeptidicas pesadas) y dos polipéptidos idénticos de tamafio menor (cadenas
polipeptidicas livianas), unidas por puentes disulfuro (S-S) y otros enlaces no covalentes. El contacto con el epitopo del
antigeno se establece en un punto de unién especifico: el paratope, ubicado en la region variable de cada anticuerpo,
formada por los extremos N-ter de las cadenas pesadas y livianas (Vw, V). Existen dos regiones variables y dos paratopes
por estructura basica de las moléculas de Ig. El resto de la molécula presenta una estructura constante, comudn a todas las
Igs de la misma clase. El punto de bifurcacion, donde existen dos (0 mas) puentes disulfuro, constituye la region de la
bisagra.

La estructura tridimensional permite reconocer en cada una de las cadenas que la conforman, regiones de 110 aminoacidos
aproximadamente, que adoptan un plegamiento compacto particular y exclusivo de la superfamilia de las Igs que

comprende éstas y otras proteinas del Sistema Inmunolégico, denominado dominio de Ig.

La estructura terciaria de las cadenas polipeptidicas de las Igs forma dominios globulares
caracteristicos que son compartidos por muchas otras moléculas relevantes en el sistema inmune. A
todas estas moléculas con dominios globulares semejantes a los de las Igs, se les engloba en la llamada
superfamilia de las Igs. Tanto las cadenas L como las cadenas H presentan estos motivos estructurales
de unos 110 aminoacidos de longitud, que se pliegan independientemente en un dominio globular
comun, denominado dominio de inmunoglobulina. Este dominio, esta formado por dos capas de hoja

B compuestas por tres a cinco hebras de cadenas polipeptidicas antiparalelas. La asociacion entre las
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cadenas H y L es tal que los dominios V respectivos (VH 'y VL) estan emparejados y lo mismo ocurre
con los dominios constantes Cny y Ci. La variabilidad de secuencia a lo largo de los dominios V no
estd distribuida regularmente. Muchos aminoacidos estan conservados, particularmente aquellos
importantes para el mantenimiento de la estructura de plegamiento del dominio. Para las cadenas H
como para las L pueden identificarse tres regiones de alta variabilidad de secuencia, que se han
denominado regiones hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDR1, CDR2
y CDR3). Los segmentos de secuencia entre las regiones hipervariables son relativamente invariantes
y se denominan regiones flanqueantes (FR). Las regiones CDR se encuentran alejadas en la secuencia
lineal, pero quedan muy proximas cuando la secuencia se pliega para formar la regién V
tridimensional. Cuando los dominios Vn y VL se emparejan, las regiones CDR de cada dominio
quedan muy proximas creando una zona o region hipervariable en el extremo del fragmento V, que
constituye el sitio de union al antigeno®. Las regiones constantes de las cadenas H y L definen los
isotipos. Existen cinco clases o isotipos de Igs en humanos (IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE) definidas por
la secuencia nucleotidica de la region constante de su cadena H (mu, gamma, alfa, delta o épsilon) y
dos clases de cadena L, kappa y lambda. Las distintas clases de Igs presentan localizacién anatomica

diversa 'y funciones biologicas caracteristicas.

FUNCION

Las Igs tienen dos funciones separables desde el punto de vista de su estructura. EI dominio
variable (V) que permite el reconocimiento y unién al antigeno se denomina fragmento Fab vy el
dominio de la molécula de Ig que asume las funciones efectoras (Activacién de Complemento;
Opsonizacion; Citotoxicidad mediada por Ac (ADCC)%) se denomina region constante (C) o
fragmento Fc. Las diversas clases de Igs tienen distinta localizacién anatomica, tiempo de vida media
y ademas se distinguen por desempefiar en mayor o menor grado cada una de las funciones asociadas

al fragmento Fc.
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CARATERISTICAS DE LA MOLECULA DE Ac A TENER EN CUENTA PARA EL
DESARRROLLO DE UN Ac TERAPEUTICO

MECANISMOS EFECTORES

Las lineas de accion para un Ac terapéutico son muy amplias, por ejemplo: Transporte y
liberacion de radiois6topos O citostaticos en blancos celulares; Induccién de apoptosis de la célula
marcada por el anticuerpo; Neutralizacion de toxinas en infeccion o citoquinas en enfermedades
cronicas; Eliminacion de células tumorales u organismos; Intervencion en la actividad celular?. Por
lo mismo, cuando se esta desarrollando una molécula de Ac con fines terapéuticos hay que tener
claro varios aspectos tecnoldgicos ademas del reconocimiento especifico del blanco terapéutico, a
saber: en que extension se pretende hacer uso de los mecanismos efectores propios o inducidos por
la Ig 6 si se quiere utilizar como portadora de otra molécula efectora, ademéas de determinar la
importancia de la vida media a la que se aspira para el potencial farmaco.
Una de las caracteristicas a tener en cuenta es el mecanismo efector que se desee lograr:,
Neutralizacion: Este mecanismo consiste en que el anticuerpo se une al antigeno y no le permite
unirse a un receptor para causar dafo. El Ac terapéutico puede neutralizar toxinas en infeccion, como
citoquinas en enfermedades crénicas. Este mecanismo efector depende del fragmento Fab y no
requiere la participacion de la porcion Fc del anticuerpo.
Activacion del complemento: Cuando estan formando complejos con antigenos, los anticuerpos
pueden iniciar por medio de su fragmento Fc la cascada del complemento.
Opsonizacion: Este es el mecanismo mediante el cual una molécula facilita la fagocitosis de una
particula al “etiquetarla” para que los fagocitos la reconozcan. Los anticuerpos pueden realizar esta
funcién porque sus fragmentos Fab se unen a los antigenos de las particulas a fagocitarse y por su
fragmento Fc se unen a los fagocitos, ya que estos expresan receptores para este fragmento llamados
receptores para Fc (FCR). Existen receptores para los isotipos 1gG, IgA e IgE. Cuando la particula
opsonizada por el anticuerpo se une a los receptores para Fc y los entrecruza se activa la fagocitosis
de la particula o célula que contiene el antigeno.
Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos: Cuando los anticuerpos cubren a una célula que
expresa en su membrana antigenos que el anticuerpo reconoce con sus fragmento Fab, esta puede ser
reconocida por células NK, macrofagos o eosinofilos que expresan receptores para la porcion Fc.
Estas células se activan y liberan el contenido de sus granulos hacia la célula que esta cubierta de
anticuerpos. Esto produce la muerte de esta célula por apoptosis por lo que el mecanismo efector se

Ilama citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.

15



Introduccion
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

Otra caracteristica a tener en cuenta es el isotipo de Ig con el que se va a quimerizar, ya que
estos tienen distintas funciones y distribucion biologica:
IgM: Este isotipo es muy eficiente para activar el complemento y también puede realizar
neutralizacion y opsonizacion.
IgD: En humanos se secreta una cantidad muy pequefia y no se conoce si la forma secretada tiene
alguna funcion.
IgA: Esta tiene una forma que circula en la sangre y el liquido extracelular y otra forma que se sale
en las secreciones corporales (leche materna, sudor, lagrimas, secreciones del tracto digestivo,
respiratorio y génito-urinario). La forma que circula en la sangre es un monémero, a forma que sale
en las secreciones es un dimero y se llama IgA secretoria (sIgA). Esta sale a través de las células
epiteliales que tienen un receptor en su lado basal llamado receptor de inmunoglobulinas poliméricas
(pIgR). Este receptor se une al fragmento Fc de la sIgA, el complejo plgR-sIgA entra a la célula
epitelial y sale al exterior. Al salir se corta el pIgR y una parte queda unida a la slgA, este fragmento
se llama componente secretor. La IgA es eficiente para neutralizacion y opsonizacion.
IgE: La IgE se encuentra en cantidades muy pequefias en el organismo, su concentracion esta
aumentada en infecciones por parasitos, especialmente helmintos, y en alergias. Su principal accién
es inducir la activacion y degranulacion de células que expresan receptores para su porcion Fc (células
cebadas, basofilos y eosinofilos).
IgG: Es el isotipo méas abundante en la sangre y el liquido extracelular. Se produce luego de varios
dias de haber iniciado la respuesta inmune adaptativa porque requiere el cambio de isotipo. Su vida
media es larga y tienen afinidad alta por los antigenos. Pueden ser transportados a través de la placenta
al feto por medio de un receptor llamado FcRn que reconoce su fragmento Fc. Las 1gG son muy
eficientes para activar el complemento, neutralizacion, opsonizacion e induccion de citotoxicidad
dependiente de anticuerpos. Debido a estas caracteristicas la 1gG es la base de la mayoria de los
anticuerpos terapéuticos.
Existen 4 subtipos diferentes (IgG1, 2, 3 y 4) que tienen diferencias pequefias en su estructura y
funcion. La IgG1y 3 son los subtipos mas eficientes en desarrollar los distintos mecanismos efectores
que llevan a cabo este tipo de Ig, a su vez la IgG1 es la que presenta mayor vida media de estos dos

subtipos. ¥

Las funciones efectoras se pueden manipular variando la region Fc del Ac; un ejemplo lo
ofrece la IgG1 humanizada a la cual se le realiza mutaciones puntuales en la region Fc, incrementando

la afinidad de union con Feyllla lo que promueve un aumento en el mecanismo efector ADCC (segun
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ensayos in vitro) 3. Variar la interaccion entre 1gG y su receptor, también es una manera de

incrementar o disminuir la vida media de la IgG terapéutica 3.

INGENIERIA DE ANTICUERPOS

Otro aspecto a tener en cuenta para el desarrollo de un Ac terapéutico es si se quiere desarrollar
y trabajar con toda la molécula de Ac o con fragmentos de los mismos, esto estd muy relacionado con
el tipo de mecanismo efector que se necesita.
Las ventajas de utilizar Ac completos incluyen el hecho de que la region Fc desencadena la respuesta
inmune, determinando la destruccidn de las moléculas unidas. Las desventajas de estos incluyen su
inhabilidad para penetrar en ciertos tejidos debido a su tamafio relativamente grande.
Existen varias tipos de fragmentos de Ac:
-Fab, Fab', (Fab")2, y Fv: Fragmentos monovalentes F(ab) poseen un solo sitio de unién a antigeno,
mientras que los fragmentos divalentes F(ab")2 poseen dos regiones de unién a antigeno unidas por
puentes disulfuro. La reduccion de los fragmentos F(ab")2 produce dos fragmentos monovalentes
Fab', los cuales poseen un grupo sulfhidrilo libre el cual es util para la conjugaciéon con otras
moléculas. Los fragmentos Fv son los fragmentos mas pequefios conseguidos por digestion
enzimatica de anticuerpos clase 1gG e IgM.
-ScFv, diacuerpo, triacuerpo, tetracuerpo, Bis-scFv, minicuerpo, Fab2, Fab3: Métodos de ingenieria
genética permiten la produccién de fragmentos variables de cadena unica (ScFv), los cuales son
fragmentos tipo Fv que incluyen los dominios VH y VL unidos por un péptido flexible. La
manipulacion de la orientacion de los dominios V y el largo del conector y diferentes asociaciones
crean diferentes formas de moléculas Fv: diacuerpo divalente, triacuerpos o tetracuerpos. Los
minicuerpos son proteinas de fusién entre los fragmentos ScFv y CH3 que se ensamblan en dimeros
bivalentes, los fragmentos bis-ScFv son biespecificos. Los métodos genéticos también son utilizados
para crear dimeros Fab biespecificos (Fab2) y trimeros Fab triespecificos (Fab3).
-Anticuerpos de camélidos y nanocuerpos: Ademas de los anticuerpos convencionales, los camélidos
poseen un subgrupo de anticuerpos de cadena pesada (hcAb) peculiares compuestos exclusivamente
por homodimeros de cadena pesada, faltando las cadenas livianas. La porcion Fab de estos
anticuerpos es llamada VHH (dominio variable de anticuerpos de cadena pesada). Los nanocuerpos
son dominios recombinantes derivados de VHH capaces de unir antigenos. Son muy estables y
pueden ser producidos facilmente en enormes cantidades utilizando sistemas tradicionales tales como
las bacterias, representando una herramienta prometedora para la investigacion y la terapéutica. Los

nanocuerpos también pueden ser expresados directamente in vivo y reconocer sus blancos in vivo.
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Los fragmentos ofrecen ventajas sobre los anticuerpos de tamafio completo en algunas aplicaciones,
una ventaja es que los fragmentos son lo suficientemente pequefios como para infiltrarse en algunos
tejidos en los cuales los anticuerpos de tamafio completo no pueden penetrar, lo cual ayuda en
procedimientos terapéuticos. Otra ventaja es que los fragmentos de anticuerpos generalmente carecen
de glicosilacién, permitiendo su produccion en sistemas de expresion procariotas, lo cual permite
ahorrar tiempo y costos. Sin embargo, los fragmentos que carecen del dominio Fc tiene una baja vida
media al ser administrados al paciente y son incapaces de desencadenar los mecanismos efectores

mediados por los Fc 2.

SELECCION DEL BLANCO PARA LA GENERACION DEL Ac TERAPEUTICO PARA ESTE
TRABAJO

En la respuesta inmune adaptativa la diferenciacion de células T colaboradoras (o CD4+)
virgenes en células T efectoras, se caracteriza por el conjunto de citogquinas que secretan; diferentes
tipos o linajes de células T efectoras, secretaran conjuntos diferentes de citoquinas también
denominado perfil. El tipo de célula T efectora resultante, esta dirigido a su vez, por la activacion
del Sistema Inmune Innato y las citoquinas secretadas por las CPAs>3¢,

El linaje Th17 surgi6 por el descubrimiento de una nueva familia de citoquinas, la familia 1L-17 3"
3 La IL-17 es una familia de citoquinas que incluyen 6 miembros, de los cuales los Gltimos 3 son
potentes proinflamatorios. Las IL-17 se designan como: IL-17A hasta IL-17F, la IL-17E también es
Ilamada IL-25. La IL-17A y la IL-17F pueden ser secretadas por células Th17, células T CD8+ ,
células Tyd, células NK y neutréfilos, sin embargo la IL-17B y la IL-17C no son producidas por los
linfocitos. La IL-25 estaria involucrada en la respuesta tipo Th2. IL-17 estimula a células epiteliales,
endoteliales y fibroblastos a producir otras citoquinas proinflamatorias y quimoquinas, como: IL-6,
IL-8, GM-CSF y MCP-1. También sinergiza otras citoquinas como TNF-a y IL-1p.

Este linaje aparece como una nueva arma del sistema inmune adaptativo especializada en aumentar
la proteccion del hospedador frente a algunos hongos y bacterias extracelulares, los cuales
probablemente no pueden ser eliminados por los linajes Thl y Th2 4%%° La diferenciacion y
expansion de celulas T CD4+ virgenes a este linaje, resumidamente estan estimuladas por la
combinacion de la accion del Factor de Crecimiento Tumoral (TGF-B), la IL-21, la IL-6 y la IL-23,
que son secretadas por las CPAs. Se ha comprobado que el IFN-y inhibe potencialmente el desarrollo
de las Th17, al igual que la IL-4. EI TGF-B reduce los niveles de IFN-y (reduciendo células IFN-y+)

y como consecuencia induce el desarrollo de una pequefia pero apreciable fraccion de Th1l7. Se ha
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demostrado que la combinacion el TGF-B y la IL-21
es suficiente para inducir la diferenciacion de células T nativas en células Th17y que la IL-1 B e IL-
6 son importante para potenciar la expansion de las células Th17 de memoria“®.

Si se adiciona luego del TGF-p la IL-23, se incrementa la poblacion de Th17. De la misma
manera, la IL-23 por si sola no promueve un desarrollo robusto de Th17, aunque esto se logra con la
adicion de TGF-B (tienen una cooperacion sinérgica, pero actian independientemente)*’8, El
receptor de IL-23 (IL-23R) es un heterodimero, en el cual la subunidad IL-12RB1 se expresa
constitutivamente en las células, pero no asi el heterodimero completo. La funcion de TGF B en el
desarrollo de Th17, es actuar como inductor de la expresion del 1L-23R (hetrodimero completo) 4.
La IL-23 estimula fuertemente la produccion de IL-17 en células T memoria (CD44 M9" y CD62 'oW)
y estimula minoritariamente o no estimula la produccion de IL-17 en células T indiferenciadas (CD44
low o CD62 M9") (Figura 3) 3°4°. Las Th17 también producen otros factores involucrados en la
respuesta inflamatoria como son: 1L-22, IL-21, IL-26, IL-8, IL-10, Factor de Estimulaciéon de
Colonias de Granulocitos y Macrofagos (GM-CSF9), CXCL1 y CCL20 4648,

La IL-23/IL-17 tienen un papel importante en el desarrollo de inflamacién crénica y en la defensa del
hospedador frente a infecciones bacterianas®*°.

En la inflamacion crénica, el antigeno estimula las células dendriticas y macrofagos, las cuales
producen IL-23, promoviendo asi el desarrollo de células Th17. Las células Th17 producen IL-17,
que amplifica el “priming”, lo que conlleva a una potente respuesta inflamatoria, por la induccion de
una variedad de mediadores inflamatorios. La IL-23 también actla en las células dendriticas y en los
macrofagos en una manera autdcrina o pardcrina, estimulando la generacion de citoquinas
proinflamatorias, como IL-1, IL-6 y TNF-a. La IL-12 estimula a las células Th1l a producir IFN-y y
suprimir la diferenciacion de Th17. Las Thl podrian tener un papel en la regulacion en el desarrollo
de inflamacién crénica. En una infeccion bacteriana, la IL-23 es rapidamente producida por los
macrdfagos activados y las células dendriticas en el sitio de la infeccion. Esta, activa a células
residentes en el sitio de la infeccion como Th17, células T CD8+ y células Tyd a producir IL-17. La
produccion de IL-17 por dichas células, estimula la produccion de GM-CSF en las células del
estroma. IL-23/IL-17/GM-CSF reclutan neutrofilos en el sitio de infeccion, contribuyendo a la
eliminacion de las bacterias extracelulares. EI IFN-y aumenta la presentacion antigénica por la
induccidn de la expresion de moléculas de MHC de clase 11 y activa células que producen moléculas
citoliticas como perforinas y granzimas, las cuales promueven la eliminacion de bacterias

intracelulares (Figura 4). 64950
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Altos niveles de IL-17 se asocian con enfermedades inflamatorias cronicas como: Artritis

Inducida por Colageno (enfermedad inducida experimentalmente), Artritis Reumatoidea, Psoriasis, y

Esclerosis Multiple, 36:40:42-4549
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Wakura, Y. & Ishigame, H. The I1L-23/IL-17 axis in inflammation. J Clin Invest 116, 1218-22 (2006).

Figura 3: La IL-23 promueve la produccion de IL-17 por las células T colaboradoras CD4+. Los factores
transcripcionales criticos para el desarrollo de Thl (STAT1, STAT4,y T-bet) y Th2 (STAT6) no son requeridos para la
induccién de Th17. IFN-y e IL4, antagonistas entre si, dirigen la diferenciacién en Thl y Th2 respectivamente y
promueven su funcion. IFN-y también suprime la diferenciacion de Th17. Las T reguladoras son células CD4+ que
suprimen la diferenciacion y las funciones efectoras de las Thly Th2. Algunos estudios sugieren que las T reguladoras,
secretoras de TGF- inducen la diferenciacién de Th17 a partir de células indiferenciadas en presencia de IL-6 (in vitro).

50,51
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Figura tomada y modificada de Wakura, Y. & Ishigame, H. The I1L-23/IL-17 axis in inflammation. J Clin Invest 116, 1218-22 (2006).

Figura 4: Esquema del papel de IL-23/IL-17 en la inflamacion crénica y en la infeccién bacteriana .

Interleuguina 23 como blanco terapéutico

Analizando el rol de la IL-23 en el desarrollo de la respuesta del linaje Thl7, y a su vez
comprobado el rol patogénico de las IL-17 en algunas enfermedades autoinmunes, se propuso para
este trabajo esta interleuquina como blanco terapéutico. A su vez, ya se ha elucidado el rol de la IL-
23 en algunas enfermedades autoinmunes, estos estudios se han realizado con ratones knockout y con
anticuerpos anti-p19 y anti-p40. Usando ratones knockout para IL-23 pero no para IL-12, se observd
resistencia al desarrollo de Encefalomielitis Autoinmune experimental (EAE) y Artritis inducida por

colageno (CIA). 5253
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También esta citoquina tiene correlacion en enfermedades como Psoriasis **, Miastenia Gravis *°,

Artritis Reumatoidea *° y en enfermedades de inflamacion intestinal como Crohn y Colitis ulcerativa

5759 (Figura 5).
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Harrington, L. E., Mangan, P. R. & Weaver, C. T. Expanding the effector CD4 T-cell repertoire: the Th17 lineage. Curr Opin Immunol 18, 349-356
(2006).

Figura5: Esta figura muestra el rol patogénico de la IL-23 en modelos de ratones con autoinmunidad. Estudios realizados
por Cua y colaboradores (2003)%>% demostraron que el desarrollo de ciertas enfermedades (EAE y CIA) requiere de la
IL23 (p19/p40) y no de IL12 (p35/p40). Comparando los ratones salvajes con los deficientes en p19 y los deficientes en
p40, se observa que estos 2 Gltimos no desarrollan la enfermedad frente al desafio antigénico, sin embargo ratones
deficientes de p35 desarrollan una enfermedad mas exacerbada °.

La IL-23 es una proteina heterodimérica que es miembro de la familia de las citoquinas IL-
12. Esta formada por dos subunidades: la subunidad p19 y la subunidad p40 la cual es homdloga a la
p40 de la IL-12%°. La IL-23 también comparte con IL-12 una subunidad del receptor llamada IL-
12RP1°L. Esta citoquina es producida por las CPAs y promueva le expansion y la supervivencia de
las células Thl7, pero no promueve la diferenciacion de dicho linaje. La IL-23 tiene una fuerte

asociacion con las enfermedades autoinmunes que cursan inflamacion cronica. 58

Expresion I1L-23/IL-17 en algunas enfermedades autoinmunes

Psoriasis

En esta enfermedad se observa un aumento en la expresiéon de p19 y p40 no asi en p35 (sélo presente
en 1L-12) >4,
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Tratamientos como por luz UV, anti- TNF o o alefacepto (LFA-3/1g), los cuales resultan en un
detrimento de las citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-23, IL-12, IL-1, IL-18 e IFNy, muestran

una eficacia clinica. 823

Artritis Reumatoidea (RA)

Bajo condiciones normales (personas sanas) la IL-17A esta presente en el suero en bajas
concentraciones, pero en algunos estudios, se reporta alto niveles en pacientes con RA 8. In vitro, se
demostré la produccion de IL-17 junto con otras citoquinas como IL-6, TNF e IL-1f, por parte del
tejido sinovial de pacientes con RA. También se observé en estos pacientes la infiltracion de linfocitos

productores de IL-17 en el sinovio (70% de los pacientes). 36:5¢

Esclerosis Multiple (MS)

Estudios de células de sangre periférica de pacientes con MS, muestran que los monocitos derivados
de células dendriticas, secretan mas IL-23 comparado con los pacientes sanos, pero igual cantidad de
IL-12 %,

Comparando los pacientes con MS en remision versus los que estan en estado clinico de exacerbacion,
estos Ultimos tienen mas expresion IL-17 y ademas presentan infiltracion de Th17 en el lugar de la

inflamacion 6.

Enfermedades Inflamatorias Intestinales

Los niveles de p19 en pacientes con enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa son elevados en &reas
inflamadas, mientras que no se observan diferencias en los niveles de p35. Aqui también se ven
niveles elevados de otras citoquinas como: TNF a e IFN y.

Los niveles en suero de IL-17 son significativamente mas altos en pacientes con la enfermedad activa

que en los pacientes con la enfermedad inactiva. >8>

Miastenia gravis (MG)

En esta enfermedad los sintomas son causados por la proliferacion de IgG de gran afinidad contra

receptores de acetilcolina en los musculos esqueléticos.
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Se observo que ratones deficientes en IL-12, IL-23 y STAT-4 (factor de trascripcion necesario para

la sefial intracelular de IL-12 y IL-23), son resistentes a la MG luego de la induccion de la enfermedad
55

ANTICUERPOS DESARROLLADOS PARA LA VIA TARAPEUTICA IL-23/Th17

Hoy en dia ya se encuentran en estudio avanzado o en el mercado varios anticuerpos que
utilizan la via terapéutica IL-23/Th17 (Tabla 2). El éxito obtenido con algunos de estos Ac hasta el
momento, es otra de las razones por la cual se decidi6 seguir adelante utilizando la 1L-23 como blanco
terapéutico.

Con estos estudios se determind gue cuando se usan antagénicos de la via IL-17A e IL-17AR estos
actGian bien frente a Psoriasis, pero exacerban la enfermedad de Crohn®’. No esta claro el mecanismo
que lleva a esto, pero estudios en ratones muestran que las células linfoides de ratén producen IL-
17A e IL-22 de manera independiente de 1L-23 en respuesta a organismos intestinales. Esto niveles
de expresion constitutivos parecen ser cruciales para el mantenimiento de la funcion de la barrera
epitelial®®. Sin embargo, altos niveles de IL-17A e IL-22 inducida por IL- 23 pueden ser patogénicos,
produciendo lesiones de tejidos, en presencia de citoquinas inflamatorias adicionales, como IL-1, IL-
6, GM-CSF y TNF a. La supresion de 1L-23 a través de anti- 1L-23p19 inhibe parcialmente la IL-
17A y reduce la inflamacién, mientras que la terapia anti- IL-17A neutraliza todas IL-17A

protectoras®.
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Tabla 2: Nuevos medicamentos y fase de estudio para enfermedades autoinmunes por la via de accion terapéutica
IL23/IL12. F1: Fase 1; F2: Fase 2; F3: Fase 3°.

Blanco tarapéutico 1L-12/23p40

Droga Ustekinumab (CNTO 1275) | Briakinumab (ABT-874)
Psoriasis Aprobado F3
Artritis Psoriatica/ Aprobado

Enfermedad de Crohn F3 F2 TERMINADA
Espondilitis anquilosante F2

Artritis Reumatoidea F2

Esclorosis multiple F2 F2
Enfermedad de injerto contra huésped F2

Dermatitis Atopica F2

Hidradenitis supurativa F2

Cirrosis biliar primaria F2

Sarcoidosis F2

Lupus eritematoso sistemico F2

Enfermedad de behcet, uveitis

Asma

Sindrome del ojo seco

Polimialgia reumatica

Diabetes tipo 1

Blanco tarapéutico

1L-23p19

Droga

Tildrakizumab (SCH 900222/MK-3222/)| Guselkizumab(CNTO 1959) |

BL-655066

AMG 139; MEDI-2070

LY3074828|

LY2525623a

Psoriasis

Artritis Psoriatica/
Enfermedad de Crohn
Espondilitis anquilosante
Artritis Reumatoidea
Esclorosis multiple
Enfermedad de injerto contra huésped
Dermatitis Atopica
Hidradenitis supurativa
Cirrosis biliar primaria
Sarcoidosis

Lupus eritematoso sistemico
Enfermedad de behcet, uveitis
Asma

Sindrome del ojo seco
Polimialgia reumatica
Diabetes tipo 1

F3

F1

F3
F2

F2

F2

F2
F2

F1

F2

F1

F1 TERMINADA

Blanco tarapéutico

IL-17A; IL-17RA

Droga

Secukinumab (AIN 457)

| ixekizumab (1¥2439821) [Brodalumab (AMG 827)

Psoriasis

Artritis Psoriatica/
Enfermedad de Crohn
Espondilitis anquilosante
Artritis Reumatoidea
Esclorosis multiple
Enfermedad de injerto contra huésped
Dermatitis Atopica
Hidradenitis supurativa
Cirrosis biliar primaria
Sarcoidosis

Lupus eritematoso sistemico
Enfermedad de behcet, uveitis
Asma

Sindrome del ojo seco
Polimialgia reumatica
Diabetes tipo 1

Aprobado
F3
F2 TERMINADA
F3
F3
F2

F3 TERMINADA
F2
F2
F2

F2 TERMINADA

F3
F3

F3
F2

F3
F3
F2 TERMINADA

F2 TERMINADA

F2 TERMINADA

Teng, M. W. L. et al. IL-12 and IL-23 cytokines: from discovery to targeted therapies for immune-mediated inflammatory diseases. Nat Med 21, 719-
729, doi:10.1038/nm.3895 (2015)
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Basandonos en los datos presentados arriba se selecciond la IL-23, una interleuquina clave en
las enfermedades inflamatorias cronicas, como antigeno para la generacion de un Ac quimérico con
fines terapéuticos. Se generad un Ac completo dirigido contra un epitope lineal de la subunidad p19
que es selectiva de la IL-23 . Si bien al momento de esta tesis, no hay evidencia de que el péptido
seleccionado participe de la interaccion con el recptor de interleuquina, el mismo esta expuesto en la
superficie de la proteina, con lo cual se espera que el Ac pueda ser de todas maneras neutralizante,
por efecto estérico. Se decidid construir una molecula completa de Ac quimérico ratdn-isotipo
_lgG1_humano para favorecer los procesos de eliminacion de los inmunocomplejos y prolongar la

vida media del farmaco
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es la generacion de un anticuerpo quimérico anti-1L-23, usando
como estrategia la quimerizacion de un monoclonal de ratdn reactivo contra una region definida de
la IL-23p19

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Generacion de un anticuerpo monoclonal anti-p19.

Se plantea la obtencion de un anticuerpo monoclonal especifico frente a la subunidad menor
de la IL-23 usando como inmundgeno un péptido sintético de una region determinada de la p19.
En esta etapa se proyecta obtener la p19 de forma recombinante, el péptido sintético y el monoclonal

especifico frente a dicho péptido.

1) Producir la proteina blanco p19 recombinante

1a) Clonar la p19 a partir de ADNc comercial.
1b) Expresion de la proteina recombinante.
1c) Purificacion de la proteina recombinante.

2) Seleccionar y generar un péptido sintético de la secuencia de la p19.

2a) Analisis computacional de la secuencia de la p19 para seleccionare un péptido a sintetizar
2b) Realizar la sintesis quimica del péptido seleccionado.

2¢) Realizar conjugaciones del péptido.

3) Generar un mAc anti-p19.

3a) Obtener respuesta frente a la p19 inmunizando ratones Balb/C.
3b) Generar células hibridas con la fusion de células eucariotas SP2/0 con linfocitos B de ratones

inmunizados.

27
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3c) Seleccionar hibridoma productor de mAc especifico frente a la p19.

Generacion de un anticuerpo quimerico recombinante anti-1L-23.

Para este objetivo se generaran 2 pldsmidos conteniendo: uno, la secuencia quimérica raton-
humana correspondiente a la cadena H y otro la secuencia correspondiente a la cadena quimeérica
raton-humana L. Posteriormente, se co-trasfectaran los plasmidos quiméricos en una linea celular

eucariota adecuada para su expresion.

4) Quimerizacion del mAc obtenido.

4a) Clonar las regiones variables del mAc seleccionado.
4b) Generar los plasmidos quiméricos.

5) Expresion del Ac quimérico.

5a) Determinacion de la concentracion de antibiético para la seleccion de los transfectomas en
celulas CHO-K1.

5b) Co-transfeccion de los plasmidos quiméricos en células eucariotas para la generacion de
transfectomas estables secretores de Ac quiméricos.

5c) Evaluacién del Ac quimérico obtenido.
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MATERIALES Y METODOS

Generacion de un anticuerpo monoclonal anti-p19

1) Producir la proteina blanco p19 recombinante

l1a) Clonar la p19 a partir de ADNc comercial.
1b) Expresion de la proteina recombinante.

1c) Purificacién de la proteina recombinante.

Se trabajo con la secuencia nucleotidica codificante de la subunidad p19 de la interleuquina IL-23

humana, clonada en el plasmido pCMV6-XL5 (OriGene Technologies, Inc.).

Se cred un stock de transformantes con pCMV6-XL5/p19, transformando células XL-1 blue
(Invitrogen, USA) competentes (Anexo I, A y F). Los transformantes se crecieron en LB agar
/Ampicilina (0.1mg/mL) (Sigma, USA). Se verifico por PCR de colonia (Anexo I, G) la presencia de
p19 en el plasmido pCMV6-XL5/p19 en las colonias crecidas, utilizando los cebadores Sentido v1.5
(5GGACTTTCCAAAATGTCG3") y el Antisentido XL39 (5" TAATCCTGTTCCGACCACCCY")
provistos por OriGene Technologies, Inc. La PCR se realiz6 usando una Tm de 59.5°C. Los resultados
de la misma se visualizaron en un gel de agarosa 1.5% (Anexo I, C). Se confirmaron las colonias
positivas con un ensayo de restriccion. Brevemente, se realizd la extraccion del plasmido a dichas
colonias con Isolate Plasmid Mini Kit (Anexo I, M), siguiendo las indicaciones del proveedor. Se
digiri6 100ng de pPCMV6-XL5/p19 con EcoRI (Fermentas, USA), luego de la inactivacion se agregd
Notl (Fermentas, USA) a la reaccion, repitiendo el ciclo de incubacion e inactivacion (Anexo I, B).
Paralelamente, se realizaron 2 controles, digiriendo 100ng de pCMV6-XL5/p19 con cada enzima por
separado. Las mezclas de digestion se visualizaron en un gel de agarosa 1.5% con BrEt (Anexo I, C).
Las colonias positivas se aislaron y almacenaron en LB 20% Glicerol a -80°C. Se secuencio el
plasmido pCMV6-XL5/p19 con los cebadores v1.5 y XL39 (Anexo I, N).

Andlisis informético de la secuencia nucleotidica y aminoacidica de la p19

Se analiz6 la secuencia aminoacidica pl9 (GenBank ©: AAH67511.1,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con los programas SignalP 3.0 Server y NetNGlyc 1.0
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Server (Technical University of Denmark, EXPASy Bioinformatics Resource Portal) y nucleotidica
(GenBank ®: NM_016584) con NEB cutter (Biolab Inc, New England).

Clonado de la secuencia codificante de p19 en TOPO TA

Se disefiaron los cebadores sentido y antisentido (P19 F y P19 R) para clonar la secuencia en
el plasmido de clonado TOPO TA Cloning (Invitrogen, USA), segun las especificaciones del

proveedor.

P19 F: 5GGGAGAGCTGTG 3’
P19 R: 5GGGTTAGGGACTCAGGG 3

La reaccion de PCR se realiz6 a una Tm de 56°C (Anexo I, G2). El producto de la misma se visualizo
en un gel de agarosa 1.5% con BrEt (Anexo I, C). Brevemente, se mezclé 1uL de producto de PCR;
4 uL de Agua*; 1uL de Solucion salina * y 1 pL de vector TOPO * (*componentes del Kit Topo TA
Cloning). La mezcla se incubd 5 min a temperatura ambiente. Se transformaron células XL-1 blue
competentes, con 4 pL de mezcla de ligacion por choque térmico (Anexo I, A y F). Los
transformantes se sembraron en LB agar/Kanamicina (0.02 mg/mL) (Sigma, USA) y se incubaron
o/na 37°C.

Se evaluaron los transformantes por PCR de colonia (Anexo I, G) utilizando los cebadores provistos

por en el Kit*, la reaccion se llevo a cabo a una Tm de 55°C.

*M13F: 5GTAAAACGACGGCCAGY
*M13R: 5"CAGGAAACAGCTATGACY

Los resultados se visualizaron en un gel de agarosa 1.5% con BrEt (Anexo I, C). Se creci6 una de las
clonas positivas en LB/Kanamicina o/n a 37°C, 200rpm de agitacion, y se realizo un stock del cultivo
con 20% de glicerol a -80°C.
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Clonado de la secuencia codificante de p19 en pGEX 2T

Se clono la secuencia codificante de p19 en el plasmido pGEX 2T (GE Healthcarey, USA)
(Figura 13). Para esto se disefié un cebador que cuenta con una base (marcada en rojo; G) antes del
inicio de la secuencia de la proteina. El cebador antisentido (P19EcoRIpGEX2T R) al igual que el de
sentido, tienen un sitio de restriccion para EcoRI (se muestran subrayados).

P19ECORIPGEX2T F: 5"GGGAATTCTGAGAGCTGTG 3
P19ECORIpGEX2T R: 5 GGGAATTCTTAGGGACTCAGGG 3

La reaccion de PCR se realizd a una Tm de 56°C (Anexo I, G2), usando TOPO TA/p19 como molde.
El producto de PCR se purificé por Kit (Anexo I, M) y se digirié 250ng del mismo con EcoRI (Anexo
l, B).

Paralelamente, se digirio 100ng pGEX2T con EcoRl, con un paso final de desfosforilacién (Anexo I,
B y D). El producto de digestion-desfosforilacion de pGEX 2T y de la digestion del producto de PCR
se analizaron en un gel de agarosa 1% (Anexo I, C). Las bandas correspondiente al plasmido
linealizado y a la secuencia codificante de p19, se purificaron desde el gel por kit (Anexo I, M).
Posteriormente, se llevo a cabo la ligacion con una relacion molar inserto:plasmido de 6:1, en funcién
de pmoles de extremos disponibles (32ng inserto p19:50ng pGEX2T) (Anexo I, E).

Se transformaron células XL-1 blue (Invitrogen, USA) competentes con 7uL de las mezclas de
ligacion (Anexo I, Ay F). Los transformantes se crecieron en LB agar/Ampicilina (0.1 mg/mL), o/n
a 37°C y se evaluaron por PCR de colonia (Tm de 56°C) (Anexo I, G), utilizando los cebadores
P19ECORIpGEX2T F y P19EcoRIpGEX2T R. Los resultados se visualizaron en gel de agarosa 1.5%
(Anexo I, C). Se realiz6 la extraccion del plasmido por kit (Anexo I, M) de algunas colonias para

secuenciar con el cebador universal pGEX3.

Expresion de GST-p19

Se transformaron por choque térmico BL-21 Star (DE3) (Invitrogen, USA) competentes con
pPGEX2T/p19, para los ensayos de expresion (Anexo I, Ay F).
De los transformantes crecidos en LB agar/ampicilina (0.1 mg/mL), o/n a 37°C, se cultivé un clon en
LB/ampicilina (0.1mg/mL) durante 5h a 37°C y 200rpm de agitacion (Incubator Shaker LOM-150-

2/150D, mrc), hasta una DOgoonm de 0.6 aproximadamente (UV/visible Spectrophotometer Utrospec.
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3100pro, Amersham Biosciences). Se indujo con IPTG 0.1mM (Sigma, USA) durante 4h a 37°C y
200rpm de agitacion.

La expresion se analizé segun especificaciones del proveedor de pGEX 2T. Brevemente, se centrifugo
el cultivo a 5000g por 10min a 4°C (Sigma 3-30K, USA) y el paquete celular se resuspendié en PBS
(1/20 del volumen de cultivo). Se sonic6 durante 10min, a 18KHz y ciclos de 0.5s en frio (Ultrasonic
Processor UP200S, hielscher). Posteriormente, se agreg6 Triton X-100 (Sigma, USA) a la suspension
hasta concentracion final de 1%, agitando durante 30min a temperatura ambiente. La suspension se
centrifugd a 10000g durante 10min a 4°C; el sobrenadante y el precipitado obtenidos, se analizaron
por SDS-PAGE 12% (Anexo I, H).

Solubilizacion de cuerpos de inclusion

Se realiz6 una induccién (como se describe arriba) partiendo de 500mL de cultivo. El cultivo
se centrifugd 5000g por 10min a 4°C, el paquete celular se resuspendi6 en 50mL de PBS y se sonico
durante 10min como se describio anteriormente. Seguidamente, la suspension se centrifugé a 10000g
por 10min a 4°C, la fraccion insoluble se resuspendié en 50mL de PBS y se fracciono en alicuotas de
2.5mL. Cada alicuota se centrifugd a 10000g por 10min a 4°C, se descarté el sobrenadante. Con los
precipitados obtenidos, se evalu6 la solubilizacion de la proteina recombinante en diferentes
soluciones.

Cada fraccion insoluble se resuspendié en 2.5mL del solvente o tampon ensayado para mantener
constante el volumen, culminado el tratamiento se separ6 el sobrenadante del precipitado por
centrifugacion a 10000g por 10min a 4°C y el precipitado se resuspendi6 en igual volumen de PBS.
De esta manera, para cada tratamiento se obtuvo una fraccion soluble y una insoluble que se
analizaron por SDS-PAGE (Anexo I, H), sembrando volimenes iguales de cada una, para estimar el
porcentaje de proteina solubilizada.

Se ensayaron los siguientes tratamientos:

UREA

Para cada ensayo se usO una alicuota de los cuerpos de inclusion (como se describe arriba).
Se retomd una fraccion en 2.5mL de Urea 2M (Amresco, USA) y otra en Urea 8M, se incubaron

durante 1h a 37°C y 250rpm de agitacion.

UREA Y ALCOHOLES

Se ensayaron distintos alcoholes en combinacion con Urea®. Se realizaron 4 ensayos, cada

uno resuspendiendo los cuerpos de inclusion en 2.5mL de Urea 2M con alcohol 6M. Se trabajo con
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Metanol, Etanol, Isopopanol y Butanol (Dorwil, Argentina). Las suspensiones se incubaron 1h a
temperatura ambiente y 250rpm de agitacion. Ademas, se realizaron 3 ensayos con Metanol 6M y
diferentes concentraciones de Urea (4M, 6M y 8M). Cada ensayo se incub0 durante 1h a temperatura

ambiente y 250rpm de agitacion.

GUANIDINA
Se resuspendio una fraccion de los cuerpos de inclusion en 2.5mL de Guanidina 6M™ (IBI,
USA), se incub6 1h a 37°C y 250rpm de agitacion.

SARCOSYL

Se llevaron a cabo 2 ensayos, uno resuspendiendo los cuerpos de inclusion en 2.5mL de
Sarcosyl 2% (p/v) (N-Lauroylsarcosine sodium salt solution; Sigma, USA)"* incubando 1h a 37°C y
250rpm de agitacion.
Para el segundo ensayo, se utilizaron diferentes concentraciones de Sarcosyl (entre 0 y 2%, p/v) en
combinacion con DTT 5mM (Sigma, USA)"2. Cada suspension de 2.5mL se sonicé durante 10min a

18KHz y ciclos de 0.5s en frio.

Purificacion de GST-p19

La purificacion se llevd a cabo por cromatografia de afinidad con Glutation usando
Gluthatione Sepharose™ 4B (GE Healthcare,USA). Se equilibr6 la columna de Gluthatione
Sepharose™ 4B con 10 mL de PBS DTT 5mM. La muestra se aplico con un flujo de ImL/min, se
lavd la columna con 5mL de PBS DTT 5mM. La elucién se hizo a ImL/min con Tris 50mM pH8
(Baker, Argentina) Glutation 5mM (Sigma, USA) DTT 5mM, recogiendo fracciones de 1mL. A las
mismas se les midio la DO2gonm Y Se analizaron por SDS-PAGE 12% (Anexo I, H).

En el caso del tratamiento con Sarcosyl, se ensayaron distintas condiciones para neutralizar el
Sarcosyl con Triton X-100 para la purificacion de la GST-p1973. Para esto se tomaron 4 alicuotas de
cuerpos de inclusion solubilizados con Sarcosyl 0.2 % (como se describe arriba) y se agregd Triton
X-100 en una relacion 2:1; 1:1, 1:2,5 y 1:3 respectivamente.

Para hacer el re-plegamiento de la proteina antes de su aplicacion en la columna, se diluyeron las
suspensiones hasta obtener una concentracion de Sarcosyl 0.008% en tampon de equilibrio (PBS
5mM DTT). Brevemente, se coloco 62.5mL del tampon de equilibrio con agitacion suave, se agregé
gota a gota los 2.5mL de GST-p19 en Sarcosyl 0.2% con Triton X-100 y se dejo con agitacion leve

o/n.
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Clonado de p19 en pET28a

Se trabajo con el plasmido de expresion pET28a (Novagen, Germany) (Figura 25). Se clond

la p19 entre los sitios EcoRI y Sal I, para esto se disefiaron dos cebadores:

P19 EcoRI pET28a F: 5" GGGAATTCAGAGCTGTG 3°

P19SalHindpET28aR: 5 GGGAAGCTTGTCGACTTAGGGACTCAGGGTTGC3’

Se amplifico la p19 usando TOPO TA/p19 como molde, la reaccion de PCR se realizd a una Tm de
56°C (Anexo I, G). El producto de PCR se purificd por precipitacion con Isopropanol (Dorwil,
Argentina), para esto se agreg6 1 volumen de Isopropanol a la mezcla de PCR, se precipitd 2min a
temperatura ambiente y se centrifugd 10000g por 10min a 4°C™*. El sobrenadante se descarto y el
precipitado se resuspendio en 10uL de agua libre de nucleasas.

Se digirié pET28a y producto de PCR p19 con EcoRI y Sall simultdneamente (Anexo I, B). Ambas
muestras se analizaron en un gel de agarosa 1% (Anexo I, C). Las bandas correspondientes al
plasmido linealizado y al producto de PCR p19 se purificaron desde el gel por kit comercial (Anexo
I, M).

Posteriormente, se ligd la secuencia p19 con pET28a usando una relacion molar inserto:plasmido de
3:1, en funcion de pmoles de extremos disponibles (Anexo I, E). Se transformaron células XL-1 blue
competentes con 5uL de la mezcla de ligacién (Anexo I, Ay F). Los transformantes se crecieron en
LB agar/Kanamicina (0.02 mg/mL) o/n a 37°C.

Para evaluar los transformantes, se realizo la extraccion del plasmido a 8 clonas y cada uno se digirié
con EcoRI (Anexo I, B). Los resultados se corrieron en un gel de agarosa 1% (Anexo I, C). Se

secuencio el ADN obtenido de 2 de dichas clonas, con el cebador universal T7 (Anexo I, N).

Expresién de his-p19

Se transformaron células BL-21 Star (DE3) competentes con la construccion pET/p19 para
comenzar con los ensayos de expresion (Anexo I, Ay F).
Se cultivd una clona en 5mL LB/Kanamicina (0.02 mg/mL) o/n a 37°C, 200rpm de agitacién. Se
expandié 100uL del cultivo en 10mL de LB/Kanamicina (0.02 mg/mL), hasta una DOsoonm de 0.5-

0.6. Se ensayaron distintas condiciones de induccion, variando la concentracion de IPTG y el tiempo
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de induccion (IPTG: 0.1, 0.4, 0.8 y ImM; tiempo de induccion: 2, 3y 4 h); la temperatura y agitacion
se mantuvieron constantes a 37°C y 200rpm, respectivamente. Ademas, se realizaron dos ensayos de
induccién con IPTG 0.1mM, incubando toda la noche a 35°C y a 25°C. La expresion de la proteina
se analizd por SDS-PAGE 15% (Anexo I, H) y Espectrometria de masa (MALDI-TOF/TOF 4800
Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, USA) de las bandas con peso molecular esperado
(Anexo I, N).

Solubilizacion de cuerpos de inclusion

Se inoculd6 500mL de LB/Kanamicina (0.02 mg/mL) con 10mL de cultivo de BL-21
pET28a/p19 crecido o/n en LB/Kanamicina (0.02 mg/mL), se incub6 a 37°C y 200rpm de agitacion
hasta alcanzar una DOegoonm de aproximadamente 0.5. Seguidamente, se realiz la induccion con IPTG
0.1mM, durante 2h a 37°C y 200rpm de agitacion. El cultivo se centrifugd a 5000g por 10min a 4°C,
el paquete celular se resuspendié en 50mL de PBS y se sonicé durante 10min a 18KHz y ciclos de
0.5s en frio. Se centrifugd a 100009 por 10min a 4°C, el precipitado se resuspendié en 50mL de PBS
y se fracciond en alicuotas de 2.5mL. Cada alicuota se centrifugé a 10000g por 10min a 4°C, se
descarto el sobrenadante y los precipitados obtenidos se utilizaron para los ensayos de solubilizacion
con diferentes tratamientos.

Para todos los analisis de solubilizacion, la fraccion insoluble se resuspendi6 en 2.5mL de solvente o
tampon para seguir trabajando con el mismo volumen. Para finalizar el tratamiento se separd el
sobrenadante del precipitado por centrifugacion y el precipitado se resuspendi6 en igual volumen de
PBS. Para cada tratamiento la fraccion soluble e insoluble se analizaron por SDS-PAGE 15% (Anexo
I, H), sembrando volumenes iguales de cada una, para estimar el porcentaje de proteina solubilizada.
Se ensayaron los siguientes tratamientos:

UREA

Se resuspendié una alicuota de la fraccion insoluble en 2.5mL Urea 2M (en solucién acuosa),
incubando durante 1h 37°C 250rpm de agitacion. Se centrifugd a 10000g por 10min a 4°C, el boton
se retomd en 2.5mL de Urea 8M, y se trabajo igual que anteriormente. Paralelamente, se resuspendid

una alicuota en Urea 8M con DTT 5mM 72, tratdndose de la misma forma.

SDS
Se llevaron a cabo dos ensayos usando SDS 0.2% y SDS 2% (Sigma, USA). Las muestras
se trabajaron en las mismas condiciones (volimenes, incubaciones y demas) que en el ensayo con

Urea.
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TRITON X-100 Y SARCOSYL
Se realizaron ensayos de solubilizacion utilizando Triton X-100 y Sarcosyl 1%, Se retomé

una alicuota de cuerpos de inclusion en 2.5mL de NaH2POs 50mM (Mallinckrodt, México) NaCl
300mM (Dorwin, Argentina) pH8 con Triton X-100 1%, se incub6 30min a 37°C 250rpm de
agitacion. Se separ6 por centrifugacion a 10000g 20min 4°C la fraccion soluble de la insoluble. El
precipitado se lavé 3 veces con NaH2PO4 50mM NaCl 300mM pHS8.

Posteriormente, el precipitado se retomo en 2.5mL de NaH2POs4 50mM NaCl 300mM pH8

con Sarcosyl 1%, se incubd 30min a 37°C y 250rpm de agitacion.

Purificacion de his-p19

La purificacion se realizé por afinidad con Ni usando la resina de Ni-NTA His*Bind® Resin
(Quiagen, USA).
Se llevé a cabo un re-plegamiento por dilucion de la his-p19. Se agregd gota a gota 2.5mL de his-
p19 soluble en Sarcosyl 1% a 10mL NaH>PO450mM NaCl 300mM Imidazol 5mM (Sigma, USA)
pH8, obteniendo una concentracion final de Sarcosyl 0.2%. La solucién se incubd o/n con agitacién
suave a temperatura ambiente.
La resina (2mL) se equilibré con 10mL de NaH2PO450mM, NaCl 300mM, Imidazol 5mM, pHS.
Los 12.5mL de muestra se incubaron con los 2mL de resina durante 1h agitando suavemente a
temperatura ambiente. Dicha suspension se coloc6 en un estuche descartable de polipropileno para
cromatografia (Pierce, USA) y se recogid la fraccion no retenida. La resina se lavé con 10mL de
NaH>POs 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 20mM, Sarcosyl 0.25%, pH8 y se eluy6 el material
retenido con NaH2PO450mM, NaCl 300mM, Imidazol 600mM, Sarcosyl 0.25%, pH8 a un flujo de
ImL/min. ElI material eluido se recogi6 en fracciones de 1mL, el contenido de proteina en las
fracciones se determind por absorbancia a 280nm y luego se analiz6 por SDS-PAGE 15% (Anexo I,
H).
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2) Seleccionar y generar un péptido sintético de la secuencia de la p19.
2a) Analisis computacional de la secuencia de la p19 para seleccionar un péptido a sintetizar
La identificacion de péptidos lineales potencialmente antigénicos a partir de la secuencia

primaria de la proteina (GenBank ®: AAH67511.1) se realiz6 utilizando los programas PotScale,

ProtParam del servidor EXPASyY Proteomics Server (http://ca.expasy.org/) y realizando un modelo

tedrico de la estructura cuaternaria de la IL-23 en EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/).
2b) Realizar la sintesis quimica del péptido seleccionado.

El péptido se obtuvo mediante sintesis Fmoc en Fase sélida (Sintetizador automatico ResPep
Intravis AG, Bioanalytical Instrument).
Se analiz6 la muestra obtenida de la sintesis peptidica por HPLC MS/MS (Esquire 6000, Bruker
DALTONIQOS, USA), (Servicio del Laboratorito de Analitica del IPTP).

2¢) Realizar conjugaciones del péptido.

Conjugacion del péptido con proteinas portadoras

El péptido se conjugd a 2 proteinas, BSA y KLH (Sigma, USA). Para esto, por cada reaccion,
se incubd 2mg de péptido en ImL de PBS conteniendo EDTA 1mM con 25uL de SPDP 20mM en
DMSO (Sigma, USA) durante 1h a temperatura ambiente. Se trabajé con una relacién mol a mol de
péptido y SPDP. Paralelamente, se realizd lo mismo con 2mg de cada proteina (BSA y KLH), cada
proteina activada se dializ6 en tubo de membrana de celulosa (corte de 14kDa; Sigma, USA) con
Acético 0.1M, NaCl 100mM, pH 4.5. A la soluciones de proteinas se les agregd DTT 50mM en
Acético 0.1M NaCl 100mM pH 4.5y se incubaron 30min a temperatura ambiente. EI DTT se removio
por gel filtraciébn con una columna PD-10 Desalting Columns (GE Healthcare, USA) segln
especificaciones del proveedor, usando PBS EDTA 1mM como tampon.

Por ultimo se mezclo el péptido y la proteina activados (2mL totales) y se incubo 18h a temperatura
ambiente, 250 rpm de agitacion.


http://ca.expasy.org/
http://www.ebi.ac.uk/
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Conjugacion del péptido con si mismo

Para la conjugacion péptido-péptido, se incubaron 2mg de péptido en 500uL de MES 0.1M
pH5, con 50pL de EDC 10mg/mL (Pierce, USA) en H>O ultrapura, durante 2h a temperatura

ambiente, 250 rpm de agitacion.

Conjugacion del péptido con un polimero sintético

Se utilizé el polimero sintético P(MAMVE) (Sigma, USA). La conjugacion se llevo a cabo
incubando 7.2uL de una solucion de péptido 2.5mg/mL en H>O ultrapura, 5uL de P(MAMVE)
1mg/mL en DMSO anhidro (Sigma, USA) y 92.8uL de KH2PO4 0.1M pH 6.8 (Sigma, USA), durante
3h a 37°C, 250rpm de agitacion.

Purificacién de conjugados

La purificacion de los conjugados se realizo por Gel filtracion usando una columna BIOSEP-
SEC-S3000 (Phenomenex, USA) (670kDa-1.35kDa) en PBS, con un flujo de 0.5mL/min. La

deteccion se realizo por medida de DO2gonm Y DO220nm.

3) Generar un mAc anti-p19.

El protocolo usado en esta etapa esta aceptado por la Comision Honoraria de Experimentacién
Animal (Consejo de Facultad de Quimica, UDELAR; Exp. N° 101900-000502-11).

3a) Obtener respuesta frente a la p19 inmunizando ratones Balb/C.

Se inmunizaron 5 ratones Balb/C (Servicio de Animales de Laboratorio Facultad de Ciencias
Veterinarias, La Plata-Argentina). Primeramente, se inoculd con BSA-péptido, seguido del conjugado
KLH-péptido, culminando con péptido-péptido en intervalos de 7 dias. Como adyuvante se uso
inicialmente Hidréxido de Aluminio (Sigma, USA) y para las subsiguientes inmunizaciones se uso
Adyuvante Incompleto de Freund (Sigma, USA) (Tabla 3). Los sueros se evaluaron por ELISA™ y
Dot Blot’®.
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Tabla 3: Cronograma y protocolo de inmunizacién.

0 30 Subcutaneo Si No Si

7 30 Subcuténeo No Si No

14 30 Subcuténeo No Si No

21 No No Si
ELISA

La placa de ELISA fue sensibilizada con BSA 5ug/mL, KLH 5ug/ml y con P(MAMVE)-
péptido 20ug/ml en PBS (en pocillos separados). Los sueros hiperinmunes y preinmunes se incubaron
en una dilucion 1/1000. Se incubo el conjugado anti y de raton:PO (Sigma, USA) en una dilucion
1/5000 y se reveld con el sustrato H2O2TMB (Anexo |, L).

Dot Blot

Se sensibilizaron 3 tiras de membrana Hybond-C Extra, Nitrocellulose (Amersham, USA) con
cantidades crecientes de IL-23 recombinante (eBioscience, USA) (1.5, 3.1, 6.2, 12.5, 25, 50 y 100ng)
en PBS. Una de las membranas se incubd con una mezcla de los sueros hiperinmunes (preparada a
partir de alicuotas de volumenes iguales), en una dilucion 1/200, otra se utiliz6 de manera similar con
una mezcla de los sueros preinmunes (preparada a partir de alicuotas de igual volumen) y la tercer
membrana se incub6 con diluyente. Luego de lavar las membranas varias veces, se incubo el
conjugado anti y de raton:FA (Sigma, USA) en una dilucion 1/5000 en PBS. Se revel6 con el sustrato
NBT/BCIP (Anexo I, K).

3b) Generar células hibridas, con la fusidn de células eucariotas SP2/0 con linfocitos B de

ratones inmunizados.

Fusion

La fusion de la células de mieloma de raton SP2/0-Agl4 (ATCC, USA) con las células B de
bazo de ratén inmunizado, se llevé a cabo segun el protocolo descrito por Gavilondo J., 199577,

39
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Brevemente, se prepararon 6-10 x10° células de mieloma, se lavaron con 50mL de medio de lavado
78 y se centrifugaron a 1000g por 10min a 4°C (Sigma 3-30K, USA). El botdn celular se resuspendid
en 10mL de ML, las células se contaron en cdmara de Neubauer.

Paralelamente, los ratones se sacrificaron y se extrajeron los bazos. Los drganos se disgregaron
mecanicamente, las células (aproximadamente 60-100x 10° células) se lavaron con 50mL de ML y
se centrifugaron a 1000g por 10min a 4°C. El boton celular se resuspendié en 10mL de ML y las
celulas se contaron en camara de Neubauer.

Se mezclaron ambas suspensiones celulares en una relacion célula mieloma/células de bazo de 1/10
y se centrifug6 a 1000g por 10min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se agregd gota a gota PEG
(Sigma, USA) 42%, en una relacion de 500pL para 10x10° células de mieloma 6 100x10° células de
bazo. Con agitacion leve se adicion6 5mL de ML precalentado a 37°C, en una segunda etapa se agrego
15mL de ML y por ultimo se llevé a 50mL de ML. La suspension se centrifugé a 900g 10min. El
boton celular se resuspendio en RPMI (PAA Cell Culture Company,UK), HAT 1X (Sigma, USA),
suplemento Hybridoma cloning 1X (GE Life Sciences/PAA, UK), SFB 10% (v/v) (PAA Cell Culture
Company,UK), Gentamicina 40mg/mL (PAN BIOTECH, Germany) y se sembraron 10°
células/pocillo en placas de 96 pocillos de cultivo (Greiner, Austria), se cultivaron a 37°C CO; 5%.
El cultivo se crecié durante 4 dias y se cambié el 50% del volumen de medio con RPMI, HAT 1X,
SFB 10% (v/v), Gentamicina 40mg/mL. A los 7 dias nuevamente se cambid el 50% del medio con
RPMI, HT 1X, SFB 10%, Gentamicina 40mg/mL y se sigui6 haciendo cambios con este medio cada
3 dias, durante 15 dias. Posteriormente, se cambi6 el medio a RPMI cocteniendo SFB 10% (v/v) y

Gentamicina 40mg/mL.

*Medio de lavado "®: Medio RPMI con Gentamicina 80mg/mL.

3c) Seleccionar hibridoma productor de mAc especifico frente a la p19.

A los 10 dias se evaluaron los sobrenadantes de cultivo por ELISA frente a his-p19, en
busqueda de Ac especificos contra p19. A los 20 dias, se realizé un ELISA confirmatorio de los
positivos (Anexo I, L).

Los hibridomas con reactividad positiva frente a la his-p19, se subclonaron por dilucién limite.
Brevemente, se prepar6 una suspension de 1x10* células de hibridoma en RPMI, SFB 10% (v/v),
Gentamicina 40mg/mL, las cuales se contaron en cAmara de Neubauer.

A partir de esta suspension, se prepararon diluciones para sembrar 1 célula/pocillo y 0.5 célula/pocillo

en placas de 96 pocillos de cultivo (Greiner, Austria) y se cultivaron a 37°C, CO2 5%. El cultivo se
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crecid durante 4 dias y se reemplaz6 el 50 % del medio por medio fresco (igual composicion). Esta
operacion se repitio a los 7 dias y cada 3 dias durante los siguientes 10 dias.

La produccion de anticuerpos especificos se evaluo por ELISA, utilizando his-p19, KLH y
BSA, separadamente. Todos los antigenos se utilizaron a 5pug/mL. La reaccion Ag-Ac se reveld con
un conjugado anti- y de raton:PO (Sigma, USA) en una dilucién 1/5000, utilizando H20, y OPD *
(Sigma, USA) como sustrato y cromdgeno respectivamente. La reaccion se freno luego de 20min con
H2S04 2N y se midio el desarrollo de color a DOag2nm (Anexo I, L).

*OPD 5 mg
12.5mL de tampon citrato sédico 0,15 M pH 5

5ul de H202 33%

Determinacién del Isotipo por ELISA de captura

Brevemente, la placa de ELISA (Nunc, Nalgene) fue sensibilizada 2h a 37°C, con
100pL/pocillo de Ac de cabra anti- y de raton a 5ug/mL (Sigma, USA), en tampon Fosfato 0.1M,
pH6.8. Se bloqued con PBS-T 20 1% (v/v) durante 2h a 37°C y se realizaron 3 lavados de 5min c/u
con PBS-T 20 0.05%. Se incub6 100uL/pocillo del sobrenadante de cultivo del hibridoma
seleccionado sin diluir, 1h a 37°C. Se lavé como se describe arriba y se incubaron 3 pocillos con el
conjugado anti-1gG de raton:PO (Sigma, USA) vy 3 pocillos con el conjugado anti-lgM de ratén:PO,
ambos en una dilucion 1/5000 durante 1h a 37°C. Se lavo nuevamente y se reveld con H.02 y TMB
como sustrato y cromogeno respectivamente. La reaccion se frend a los 20min con H2SO4 2N y se

midié a DO4sonm.

Derivatizacion con lodoacetamida

Se realiz6 una derivatizacion de 200ug del mAc, para esto primero se realizo una reduccion
parcial con DTT 50mM, se incubd 30min a 37°C. Por ultimo, se derivatiz6 con lodoacetamida
(Sigma, USA), agregando 2 veces la cantidad de moles de DTT agregados en la reduccién e
incubando 1h a 37°C. La muestra se dializ6 en tubo de membrana de celulosa (corte de 14kDa) con
PBS.


https://es.wikipedia.org/wiki/PH
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Evaluacion de la reactividad del mAc por Western Blot

El mAc se analizé por Western Blot (Anexo 1, J), con 10ug de his-p19 y 10ug de BSA por
tira de membrana de nitrocelulosa. Una tira de la membrana se incub6 con 0.1ug/mL del monoclonal
derivatizado, otra con una dilucion 1/200 del suero hiperinmune anti-péptido de raton y otra fue usada
como control del conjugado. La membrana con el monoclonal, se incubd con el conjugado anti-lgM
de raton:FA 1/5000, la membrana con el suero hiperinmune de ratén con el conjugado anti-y totales
de raton:FA y la membrana usada de control se incub6 con ambos conjugados en dichas

concentraciones. Se revel6 con NBT/BCIP (Anexo I, J).

Generacion de un anticuerpo quimérico recombinante anti-1L-23

4) Quimerizacion del mAc obtenido.

4a) Clonar las regiones variables del mAc seleccionado.

Purificacién de ARN

Se purific6 el ARN a partir de células del hibridoma 3D7 guardadas en TRIzol®
(Thermofisher Scientific, USA) a -20°C, usando 1mL de TRIzol® cada 10x10° células.
La muestra se incub6 a 30°C por 5min, se agreg6 200uL de Cloroformo (Dorwil, Argentina) cada
1mL de TRIzol®, se mezcld y se incubd a 30°C por 3min. La fase acuosa conteniendo el ARN, se
recuperé centrifugando a 12000g por 15min a 4°C (Sigma 3-30K, USA). Se agregd 0.5mL
Isopropanol (Dorwil, Argentina) por cada mL de TRIzol® y se incubd a 30°C por 10min. Se
centrifugd nuevamente a 12000g por 15min a 4°C, se descartd el sobrenadante y el precipitado se
lavé con Etanol 75% (Dorwil, Argentina) en H.O-DEPC (agua tratada con DEPC). El precipitado se
recupero por centrifugacion como se describié anteriormente y se disolvié en 100uL de H.O-DEPC
incubando a 60°C por 10min. Se determind la concentracion y pureza del ARN purificado por DO26onm

y DO2sonm, Y se analizo6 en un gel de agarosa 1% (Anexo I, I y C).
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Disefio de cebadores para amplificar las secuencias variables de las cadenas p vy k del mAc

Los cebadores se disefiaron a partir de secuencias correspondientes a las regiones constantes
de las cadenas p y k murinas, disponibles en el Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank. Las

mismas se alinearon usando el programa Clustal W  (http://embnet.vital-

it.ch/software/ClustalW.html/). Los cebadores se analizaron con el programa Oligo Analyzer - 1.5

(www.uku.fi/~ kuulasma/OligoSoftware). En un principio se partié disefiando cebadores para la

cadena liviana k murina, ya que la relacion de esta con la cadena A es de 20:13!.

Amplificacién v clonado de las regiones variables

Para la amplificacion de las regiones variables g y k del mAc, se utilizo el sistema 5’RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends), siguiendo las indicaciones del proveedor (Invitrogen, USA).
Para esto se disefiaron 4 cebadores antisentidos utilizando las secuencias de las cadenas constantes H

y L correspondientes, disponibles en el GenBank®.*

*

Cebadores para la cadena p:
MIgMR:
5-ACAGGGGGCTCTCGCAGGA-3’
MIgMR N:
5-CATTTGGGAAGGACTGACTCTC-3
Cebadores para la cadena k:
MCKR:
5-AGAAGCACACGACTGAGGC-3
MCKR_N:
5-ACTGGATGGTGGGAAGATG-3

Las PCRs se llevaron a cabo con la enzima ADN polimerasa Pfu (Invitrogen, USA), a una Tm de
55°C (Anexo I, G2).

Los ADNc amplificados con la transcriptasa reversa ProtoScript® Il (BioLabs, NE) se clonaron en el
vector TOPO TA Cloning (Invitrogen, USA), segln las especificaciones del proveedor. Se
transformaron células XL-1 blue competentes, con 4uL de mezcla de ligacion por choque térmico
(Anexo I, F). Los transformantes se sembraron en LB agar/Kanamicina (0.02 mg/mL) y se incubaron


http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html/
http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html/
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o/n a 37°C. Se evaluaron los mismos por PCR de colonia (Anexo I, G) utilizando los cebadores
provistos por el proveedorx, la reaccion se llevé a cabo a una Tm de 55°C.

* M13F: 5GTAAAACGACGGCCAGY
*M13R: 5"CAGGAAACAGCTATGACY

Los resultados se visualizaron en un gel de agarosa 1.5% con BrEt (Anexo I, C). Posteriormente, los
clones fueron secuenciados (Anexo I, N) y se guardaron en LB Glicerol 20% (v/v) a -80°C.

Las secuencias variables 1 y « se analizaron usando distintos programas: Translate Tool, SignalP 4.0
Server del servidor EXPASy Proteomics Server (http://ca.expasy.org/) y IMGT/V-
QUEST (http://www.imgt.org).

4b) Generar los plasmidos quiméricos.

Generacién de los pldsmidos quiméricos para la cadena pesada y liviana

Los plasmidos quiméricos para la cadena H y L de Inmunoglobulina anti-péptido se generaron
por PCR de extension por sobreposicion’. Las secuencias codificantes de las cadenas constantes de
IgG1 humanas y1 y «, fueron proporcionas por Patricia Langjahr Penayo (ICBM, Facultad de
Medicina Universidad de Chile, 2006)%°.

Brevemente, los fragmentos de ADN codificantes de la regiones variables 1 y k murinas y de las
regiones constantes y1 y « humanas, fueron amplificados por PCR (Anexo I, G2) a partir de los
plasmidos que los contienen utilizando ADN polimerasa HotStart (Bioline, UK). Para la PCR de
extension, se disefiaron los cebadores necesarios para poder introducir secuencias complementarias
en los extremos 3" de las regiones variables de las cadenas 1 y k murinas, con los extremos 5 de las
regiones constantes de las cadenas y1 y k humanas, respectivamente *. Las cadenas variables murinas,
se amplificaron con una Tm 61°C para la cadena p, Tm 58°C para la cadena k (Figura 6, PCR1). Las
cadenas constantes humanas, se amplificaron usando una Tm 61°C para la cadena y1, Tm 69°C para
la cadena k (Figura 6, PCR2).

Los amplificados fueron analizados y purificados a partir de geles de agarosa 1.5% (Anexo |, Cy M).
Posteriormente, se llevo a cabo la PCR de extension por sobreposicién, para esto se trabajé con
cantidades equimolares de las secuencias a fusionar, teniendo una cantidad de 3ng de ADN final en
la mezcla de PCR (25uL) (Figura 6, PCR3) (Anexo I, G2). La PCR para generar la secuencia


http://ca.expasy.org/
file:///C:/Users/Silvina/Downloads/IMGT/V-QUEST
file:///C:/Users/Silvina/Downloads/IMGT/V-QUEST
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quimérica -y se llevd a cabo a una Tm de 53°C con los cebadores VmuMF y Cg1HR; en el caso de
la secuencia k-x se realizd a una Tm de 51°C con los cebadores VKMF y CKkHR. Los productos
obtenidos se analizaron y purificaron mediante geles de agarosa 1% (Anexo I, C y M). Las secuencias
quimeéricas -y Y x-k, se digirieron con las enzimas de restriccion Nhel y BamHI (Anexo |, B) y se
ligaron en los plasmidos de expresion eucariotas pcDNA 3.1 (-) y pSecTag2B (Invitrogen, USA)
(Figura 7), obteniéndose las construcciones pcDNA3.1(-)/u-y y pSecTag2B/k-k (Anexo I, E). Se
transformaron células XL-1 blue competentes, con cada mezcla de ligacion por choque térmico
(Anexo I, F). Los transformantes se sembraron en LB agar/Ampicilina (0.1mg/mL) y se incubaron
o/n a 37°C. Se evaluaron los mismos por PCR de colonia (Anexo I, G), utilizando los pares de
cebadores VmuMF/Cg1HR para la cadena quimérica Hy VKMF/CKHR para la cadena quimérica L.
Los resultados se visualizaron en un gel de agarosa 1% con BrEt (Anexo I, C). Posteriormente, los
clones fueron secuenciados (Anexo I, N) y se guardaron en LB, 20% Glicerol a -80°C.

*Cebadores disefiados para la PCR de extension por sobreposicion:

Cadena variable p murina:

VmuMF: 5" AAAAGCTAGCCACCATGGGATGGAGCTCTAZ3" (subrayado-sitio de corte para
Nhel; cursiva- secuencia Kozak; negro- secuencia complementaria al extremo 5°de la cadena variable
K murina).

FusVmuM/CgHR: 5" TGAGGAGACTGTGAGAGTGGT3" (negro- secuencia complementaria al

extremo 3"de la cadena variable p murina).

Cadena variable « murina:

VKMF: 5" AAAAGCTAGCACCATGATGTCCTCTGCTC3 (subrayado- sitio de corte para Nhel;
cursiva- secuencia Kozak; negro- secuencia complementaria al extremo 5°de la cadena variable k
murina)

FusVKM/CKHR: 5 GGATACAGTTGGTGCAGCAT3" (negro- secuencia complementaria al

extremo 3"de la cadena variable k murina).
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Cadena constante y1 Humana:

FusVmuM/CgHF: 5" ACCACTCTCACAGTCTCCTCACAAGGGCCC3" (negro- secuencia
complementaria al extremo 3"de la variable y murina; azul-secuencia complementaria al extremo
5"de la constante y1 humana).

CyglHR: 5’GGGGGGATCCTCATTTACCCGGAGAC3" (subrayado- sitio de corte para BamHl,

azul- secuencia complementaria al extremo 3"de la final constante y1 humana.

Cadena constante k Humana:

FusVKM/CKkHF: 5 ATGCTGCACCAACTGTATCCACTGTGGCTGCA3" (negro- secuencia
complementaria al extremo 3"de la variable k murina; azul-secuencia complementaria al extremo

5"de la constante k humana)

CkHR: 5"CCCCCGGATCCTCAACACTCTCCCC3 (subrayado- sitio de corte para BamHI; azul-
secuencia complementaria al extremo 3"de la final constante k humana
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Variable mu/kappa

- 00 -l

PCR 1 ‘
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PCR 3 ‘

Variable mufkappa

- "_Cgm
"muMF FusVmuM/CgHR ~ FusVmuM/CgHF CkHR
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Figura 6: Esquema de PCR de extension por sobreposicién para generar las secuencias quiméricas pesadas y livianas. PCR 1-

Amplificacion de la secuencia variable g 6 ; PCR 2- Amplificacion de la secuencia constate y 6 x agregando en el extremo 5°un

segmento complementario a la secuencia 3"de la secuencia variable p1 6 « segun corresponda; PCR 3- Fusion de la secuencia variable
con la secuencia constante, resultando en la secuencia quimérica variable murina-contante humana.
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Figura 7: Mapa de los plasmidos pcDNA 3.1 (-) y pSecTag2B (Invitrogen, USA).
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5) Expresion del Ac quimérico.

5a) Determinacion de la concentracion de antibidtico para la seleccion de los transfectomas en
células CHO-K1.

Se cultivaron 10° células/pocillo de CHO-K1 (ATCC, USA) en medio Ham's F12 (PAN
Biotech, Germany) con SFB 10% (v/v) (PAA Cell Culture Company,UK) en placas de cultivo de 48
pocillos (Greiner, Austria), a 37°C y CO2 5% . El cultivo se crecid 4 dias hasta obtener un 70% de
confluencia en el pocillo. Se cambié el 100% del medio en cada pocillo, por medio Ham’s F12 SFB
10% (v/v) con distinta concentracion de antibiotico/pocillo. Se ensayd Zeocina (Invitrogen, USA) a
50000, 10000, 1000, 500, 250, 200, 166, 142, 125 y 100 pg/mL y Neomicina (Sigma, USA) a 7000,
3500, 1750,1400, 930, 700, 625, 500, 403, 312, 156 y 78 pug/mL. Cada concentracion de antibidtico
se trabajo por triplicado y se incluy6 un control sin antibiético (3 pocillos). Las células se cultivaron
durante 15 dias con cambios de medio cada 48h. Se tom6 como concentracion de uso, la menor

concentracion donde se constatd muerte celular en el periodo estudiado.

5b) Co-transfeccion de los plasmidos quiméricos en células eucariotas para la generacién de

transfectomas estables secretores de Ac quiméricos.

Se cultivaron células CHO-K1 en placas de 24 pocillos (Greiner, Austria) a 37°C y CO2 5%
hasta un 70% de confluencia. Se trabajé con una relacion 2:1 de Lipofectamina:ADN. Por un lado
se prepard una solucion de 75uL de DMEM:HamF12 1:1 con 2ug de pSecTag2B/k-x y 2ug de
pcDNA3.1(-)/u-y, y por otro lado una de 75uL de DMEM:HamF12 1:1 con 8ug de Lipofectamina.
Se mezclaron ambas soluciones y se incubaron 20min a temperatura ambiente; seguidamente se
agreg6 350uL de DMEM:HamF12 1:1. Las células se lavaron con DMEM:HamF12 1:1, y se agrego
la solucion con el complejo Lipofectamina:ADN, incubando 4h a 37°C en CO2 5%. Se realiz6 lo
mismo en paralelo sélo con lipofectamina como control. Luego de la incubacion se retiro el
sobrenadante del pocillo, se agregé medio Ham’s F12, SFB10% (v/v) y se cultivé a 37°C en CO>
5%. A las 72hs se recolect6 el sobrenadante y se analizé por Western Blot (Anexo I, J). Se comenzd
con la presion de seleccion, cultivando las células en Ham’s F12, SFB10% (v/v), Neomicina
1.4mg/mL y Zeocina 1mg/mL 8. EI medio de las células se cambi6 cada 72h y se recolecto el
sobrenadante.
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Llegado al 100% de confluencia en el pocillo, las células se expandieron a un frasco de cultivo
de 10mL (Greiner, Austria). Para esto, las células se decolaron con 200uL de una solucion de Hepes
10mM (Sigma; USA), NaHCOs 25mM (Sigma; USA), EDTA 5mM, pH7.5 (Sigma; USA),
incubando 5min a 37°C. Los 200uL se agregaron a 10mL de Ham’s F12, SFB 10% (v/v), Neomicina
1.4mg/mL y Zeocina Img/mL y las células se cultivaron a 37°C en CO,5%. El medio de las células
se cambid cada 72h y se recolect6 el sobrenadante.

5¢) Evaluacion del Ac quimérico obtenido

PURIFICACION

A partir de sobrenadante de cultivo colectado se purifico el Ac quimérico con HiTrap Protein
G HP (GE, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. El purificado fue analizado por SDS-
PAGE 12% (Anexo I, H) y por Western Blot (Anexo I, J), usando como antigeno células
transformadas con pGEX/p19 e inducidas, tratadas con buffer muestra y transferidas a la nitrocelulosa

luego de la electroforesis.

ELISA de competencia

Se llevé a cabo un ELISA de competencia, sensibilizando la placa con his-p19 5ug/mL, la
misma se bloque6 con PBS-T 1%. Se incubaron 100uL de 0,43mg/mL del Ac quimérico en PBS con
distintas concentraciones de his-p19 durante 1h a 37°C; 0,225 - 0,175 - 0,105 - 0,056 - 0,00 M.
Posteriormente, cada ensayo se sembro por duplicado en la placa y se incubé 2h a 37°C (Anexo I, L).

En paralelo, se realiz6 el mismo ensayo para el mAc original (3D7%).

INMUNOCROMATOGRAFIA

El Ac quimérico se conjugd a oro coloidal de 30nm (preparado en nuestro laboratorio
siguiendo el protocolo de Bioconjugate Techniques G. Hermanson®) . Brevemente, 110ug de Ac
quimérico se mezclaron con 2mL de oro coloidal 30nm (con una DOszo de 1/100 = 0.032), se agregd
Ovalbumina (Sigma, USA) a una concentracion final de 0.25% (p/v), se incub0 durante 5min a
temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd 5min a 4°C y se descartd el sobrenadante, las

particulas se retomaron con 2mL de NaH:POs 0.01M pH7.4 con 0.25% de Ovalbumina y se
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centrifugaron nuevamente como se describe arriba. Se descartd el sobrenadante y las particulas se
retomaron en NaH2PO40.01M pH 7.4 con 0.25% de Ovalbdmina.

Se sensibilizaron por duplicado 2 membranas de nitrocelulosa (Memb UniSart CN140 Polyester
Backing 100ym, Sartorius Biotech-Germany) con 50ng de BSA y 50ng de IL-23 recombinante
(eBioscience, USA). Se armo el dispositivo uniendo en la parte inferior de la membrana, papel de
Muestra (Millipore, Brasil) y en la parte superior papel absorbente (Millipore, Brasil), por Gltimo se
colocaron en el dispositivo plastico. EIl ensayo se llevo a cabo colocando 100ul de Ac quimérico

conjugado a Oro y se dejé migrar durante 5min.



Resultados y Discusion
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

RESULTADOS Y DISCUSION

Generacion de un anticuerpo monoclonal anti-p19

Como objetivo general de este trabajo nos planteamos la generacion de un Ac quimérico frente
a la IL-23, que la reconozca selectivamente por la subunidad menor IL-23p19, para lo cual partimos
por la generacion de un mAc anti-p19.
Para la inmunizacion de los ratones, las fuentes del inmundgeno podrian ser tres: 1-p19 nativa; 2-p19
recombinante; 3- péptido sintético de la secuencia de p19. La primera opcion fue descartada por las
complicaciones técnicas (trabajar con donantes, estar en muy bajas concentraciones y demas) por lo
que se trabajo con las otras dos opciones.

Generacion de la p19 recombinante

Para generar la p19 recombinante se partio del plasmido comercial pPCMV6-XL5/p19. Se cre6
un stock de transformantes y se verificd por PCR de colonia la presencia del inserto p19 en el
plasmido pCMV6-XL5/p19, con su posterior andlisis en un gel de agarosa. En el gel se observo la
presencia de un inserto de aproximadamente 700pb (Figura 8) que corresponde al tamafio de la
secuencia codificante de la subunidad p19.

El proveedor declara que la secuencia esta clonada entre los sitios de restriccion EcoRI y Notl,
se penso liberar la secuencia de la p19 con dichas enzimas y pasar directamente a un sistema de
expresion procariota. Se realizd la extraccion del pCMV6-XL5/pl9 y se liber6 el inserto pl9
utilizando las enzimas de restriccion EcoRI y Notl en forma secuencial. En la Figura 9 se puede
observar que en los controles de cada enzima, se constata la liberacion del inserto. Esto era esperable
para el caso de la Notl, ya que hay 2 sitios para la misma descritos en el mapa de restriccion del
plasmido, no asi en el caso de la EcoRI, donde sélo se esperaba observar la linealizacion del plasmido,
ya que hay s6lo un sitio EcoRI descrito por el proveedor (Figura 10).

La secuenciacion del plasmido pCMV6-XL5/p19 mostré que la secuencia codificante de p19 no
presentaba mutaciones comparada con la secuencia reportada en el GenBank ®©: NM_016584
Tambien se constatod la presencia de 2 sitios de restriccion EcoRI no descritos, lo cual explica por qué
al realizar el control de la enzima EcoRI se liber6 un inserto; ambos sitios se presentan en una

secuencia extra a la secuencia codificante de p19 (Figura 11).

51



Resultados y Discusion
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

Para pasar a trabajar con un sistema de expresion procariota se analizd la secuencia
aminoacidica de la p19 con el programa SignalP 3.0 Server, con el cual se identificd el sitio de corte
del péptido sefial entre los aminoacidos 19 y 20. Ademas, el analisis con el programa NetNGlyc 1.0
Server no identifico sitios de N-glicosilacion (dato no mostrado). Paralelamente, se llevé a cabo un
estudio informético de la secuencia nucleotidica utilizando el programa NEBcutter para determinar
enzimas de restriccion que cortan dentro de la secuencia de p19. En la Figura 12 se muestra un
esquema de las enzimas que cortan la secuencia de la p19, indicando la ubicacion de dichos sitios de

restriccion.

Clonado de la secuencia codificante de p19 en pGEX 2T

Para la expresion de la p19, se selecciond E. coli. como sistema de expresion. Se realizé el
clonado de la secuencia p19 en el plasmido de expresion para procariotas pGEX 2T. Se trabaj6 con
este plasmido porque la proteina se expresa unida a una proteina de fusion 8, lo cual permite la
purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad. A su vez, este sistema
tedricamente facilitaria la expresion de la proteina en forma soluble, ya que ayudaria al correcto
plegamiento de la misma.

Analizando los sitios de policlonado del pGEX 2T (Figura 13) se determind que el Unico sitio
compatible con la secuencia de p19 era el de EcoRl, ya que la secuencia de p19 tiene sitio de corte
para Smal y BamHI (Figura 12), que son los otros dos sitios del policlonado. Debido a que el sitio
EcoRlI en este pldsmido esta fuera del marco de lectura, se disefid un cebador sentido con una
insercion antes del coddn de inicio (P19ECcoRIpGEX2T F), permitiendo asi, clonar la secuencia de la
p19 en el marco de lectura correcto del plasmido pGEX 2T.

Se digirié la secuencia amplificada por PCR de p19 y el pGEX 2T con EcoRl, este Gltimo con
un paso final de desfosforilacion. El producto de digestion-desfosforilacion de pGEX 2T y de la
digestion del producto de PCR se analizaron en un gel de agarosa (Figura 14), donde se observaron
las bandas correspondientes para pGEX 2T (tamafio de 4900pb) y para p19 (tamafio 700pb). Las
bandas se purificaron desde el gel para realizar la ligacion y posterior transformacién de células XL-
1 Blue competentes. Los transformantes se evaluaron por PCR de colonias usando los cebadores
P19ECORIpGEX2T F y P19EcoRIpGEX2T R (Figura 15). De los 7 clones testeados, todos
presentaron una banda a 700pb, indicando que contienen la construccion pGEX2T/p19. Dado que la
ligacion se realizd de forma no dirigida, o sea s6lo se usd un sitio de restriccion, la p1l9 puede
presentarse clonada en sentido 3"-5"0 5°-3". Para determinar si alguno de los clones presenta la

secuencia pl9 en sentido 5°- 3" se realiz6 la extraccion del plasmido de estos clones y se secuenciaron
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con el cebador universal pGEX3. Los resultados mostraron que de los 7 clones, 4 estaban clonados
en sentido 3"-5"y 3 en sentido 5°-3". Estos resultados mostraron que la secuencia clonada no tiene
mutaciones no deseadas (dato no mostrado), pero si presentaba la insercion (G) que se introdujo antes

del coddn de inicio para que quedara en el marco de lectura del pGEX 2T (Figura 16).

Una vez confirmado el correcto clonado de la secuencia p19 en el plasmido pGEX2T, se
comenzaron los ensayos de expresion. Se transformaron células BL-21 Star (DE3) competentes con
el pGEX2T/p19 y se indujeron. Una vez lisadas las células, se separaron las fracciones soluble e
insoluble y se analizaron por SDS-PAGE. En el SDS-PAGE (Figura 17) se pudo ver que hay
induccion de la proteina GST-p19 (carril 3), la banda correspondiente a GST-p19 se observa con un
peso molecular de 45kDa, siendo lo esperado ya que es la suma de la GST (26kDa) y la p19 (19kDa).
Comparando las fracciones soluble e insoluble resultantes del tratamiento con Triton X-100, se
observa que la proteina GST-p19 se encuentra en ambas fracciones (carriles 4 y 5), en una relacion
aproximada 1:10 respectivamente.

Debido a que la GST-p19 se expresa mayoritariamente de forma insoluble (Figura 17) (carril
5) se trabajo con los cuerpos de inclusién y se buscd un método apropiado de solubilizacion de la
proteina. Se realizaron ensayos de solubilizacion usando distintos compuestos como agentes

desnaturalizantes, ya sean caotropicos, detergentes y/o alcoholes:

UREA

El tratamiento con Urea™7 result6 en nula solubilizacion de la proteina cuando se trabajé con
una concentracion de Urea 2M (carril 3 vs carril 4, Figura 18), mientras que una concentracion de
Urea 8M, logré solubilizar una cantidad muy pequefia de la proteina (carril 5 vs carril 6, Figura 18).
Los carriles 4 y 5, contienen las fracciones que permanecieron insolubles luego del tratamiento con
Urea 2M y 8M, respectivamente. Como en el ensayo Urea 8M no se observo una solubilizacion total
de GST-p19, no se analizaron concentraciones de Urea intermedias entre 2 y 8M.
UREA Y ALCOHOLES

Se realiz6 un tratamiento combinando Urea 2M vy alcohol 6M (metanol, etanol, propanol y

butanol)®® . En los cuerpos de inclusion se mantiene la estructura secundaria, los alcoholes alquilicos
se reportan como caotropicos a altas concentraciones, que desestabilizan la estructura terciaria sin
modificar la secundaria, y a su vez, a bajas concentraciones tienen un efecto cosmotropico. Esto
altimo, tedricamente, ayudaria obtener un re plegamiento correcto de la proteina solubilizada y

purificada de los cuerpos de inclusion. Este tratamiento combina el efecto de la Urea a bajas
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concentraciones para reducir las interacciones hidrofobicas de los agregados, con el efecto de
alcoholes alquilicos. La mezcla Urea y Metanol, permitié solubilizar parcialmente la GST-p19
(45kDa) presente en los cuerpos de inclusion, estimandose una solubilizacion cercana al 40% (Carril
2, Figura 19). Las mezclas de Urea con los demas alcoholes lograron una solubilizacion mucho menor
de la proteina, tal como se muestra en la Figura 19. Cuando se aumento la concentracion de Urea en
la mezcla (4M, 6M y 8M) manteniendo constante la concentracion de Metanol (6M), no se observo
solubilizacion de la proteina. Al aumentar la concentracion de Urea, se hace que el tratamiento pase
de ser desnaturalizante leve a ser totalmente desnaturalizante, pero esto no favorecio la solubilizacion
de la proteina (Figura 20).

GUANIDINA y SARCOSYL

Se realizaron nuevos ensayos con dos condiciones desnaturalizantes, por un lado se utilizé el

agente caotropico Cloruro de Guanidinio 6M y por otro lado el detergente aniénico Sarcosyl al 2%.
En el anélisis de las fracciones solubles e insolubles por SDS-PAGE se observa solubilizacion en
ambos casos, siendo mayor en el ensayo con Sarcosyl (aproximadamente 70%) (Carriles 2 y 4, Figura
21).

Se ensayaron distintas concentraciones de Sarcosyl entre 0 a 2% en combinacién con DTT 1mM y
sonicacion. Los resultados muestran que hay casi un 100% de solubilizacion en todos los ensayos con
Sarcosyl (Figura 22). Se ajusto el porcentaje de Sarcosyl a usar, de manera de seleccionar la minima
cantidad de Sarcosyl necesaria. Para esto, se realizaron ensayos con 0; 0.1; 0.2; 0.3; y 0.4% de
Sarcosyl con DTT 1mM. Analizando la figura (Carriles 5 y 6, Figura 23) se observa que a partir de

0.2% de Sarcosyl se obtiene aproximadamente el 100% de solubilizacion.

Al lograr la solubilizacion de la GST-p19, se pasé a la etapa de purificacion de la proteina
recombinante. Con el fin de que el Sarcosyl no interfiera en esta etapa, se ensayaron 4 condiciones
de neutralizar el mismo con Triton X-1007%. A las fracciones solubilizadas con Sarcosyl 0.2 % se les
agreg6 Triton X -100 en una relacion 2:1; 1:1, 1:2,5 y 1:3. Para cada ensayo se realizd un re
plegamiento por dilucion en el tampon de equilibrio, obteniendo una concentracion final de Sarcosyl
de 0.008% (ya que es la maxima concentracion de Sarcosyl que tolera la columna Gluthatione
Sepharose™ 4B) Por ultimo, la purificacion se realizd con Gluthatione Sepharose™ 4B vy los
resultados se visualizaron por SDS-PAGE.

En el SDS-PAGE donde se corrieron las distintas fracciones de la purificacion, se observa que la
GST-p19 no se retenia en la columna, ya que aparecio en las fracciones del no retenido y en el lavado
(Figura 24) (este resultado fue el mismo para todos los ensayos de neutralizacion del Sarcosyl). Esto,

puede deberse a que no hay un correcto plegamiento de la GST que le permita interactuar con el
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Glutation y/o que el Sarcosyl interfiera en dicha unién, aunque se trabajé con la concentracién
adecuada (segun el proveedor).

En esta etapa podiamos seguir trabajando con ensayos de replegamiento Yy/o neutralizacion del
Sarcosyl para lograr la purificacion o seguir trabajando con otro sistema de expresion. Nosotros

decidimos seguir trabajando con esta Ultima opcion.

Clonado de p19 en pET28a

Se comenzo a trabajar con el sistema pET, usando el vector de expresion pET28a (Figura
25), donde la proteina se expresa unida a una cola de Histidina. Se seleccionaron los sitios EcoRI y
Sall para clonar la p19, para esto se realiz6 una PCR con dos cebadores disefiados: P19EcoRIpET28a
F y P19SalHindpET28a R. El producto de PCR se purificd por precipitacion con Isopropanol, se
digirié con EcoRlI y Sall simultaneamente, al igual que el pET28a. Ambos productos se analizaron
en gel de agarosa y se purificaron de los mismos. En la Figura 26 se puede observar una banda
cercana a 700pb que corresponde al inserto p19 y una banda a 5000pb correspondiente al pET28a
linealizado. Se ligd Inserto/pldsmido y se transformaron células XL-1 blue competentes, los
transformantes se crecieron en medio selectivo. Se realiz6 la extraccién del plasmido a 8 clonas
crecidas y se digirieron con EcoRI. Los plasmidos digeridos se corrieron en un gel de agarosa para
determinar si habia diferencia de tamafio entre el blanco (pET28a sin inserto) y las clonas analizadas.
En este anélisis se observa que 3 de las clonas analizadas presentaban un mayor tamafio con respecto
al blanco (Figura 27). Se secuenciaron 2 de estas clonas, donde se confirmé que si estaba clonada la
pl9 correctamente entre los sitios EcoRI y Sall y que no presentaba mutaciones en la secuencia

codificante (dato no mostrado).

Una vez que se obtuvo la secuencia de la pl9 clonada correctamente en el pET28a se
comenzaron los ensayos de expresion de la his.p19. Para esto, se realizd un cultivo o/n de una de las
clonas positivas en medio selectivo, se expandio al dia siguiente y se indujo la expresion. Las
fracciones se analizaron por SDS-PAGE (Figura 28). En la figura se observa una banda cercana de
30kDa, presente en las células inducidas no asi en las células sin inducir. Este peso es mayor que el
esperado para la proteina his-pl9, por este motivo se realizd una identificacion peptidica por
espectrometria de masa de la banda para su identificacion, donde se confirmé que la banda
corresponde a la p19 (dato no mostrado).

No hubo una buena induccion de la expresion, por lo cual se probaron varias concentraciones de

inductor y tiempos de induccidon, no lograndose diferencias significativas en la expresion de his-p19
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(Figura 29). Como con la minima concentracion de IPTG usada (0.1mM), se obtuvo iguales
resultados que a concentraciones mayores, se utilizd esta para realizar un ensayo de induccion
incubando toda la noche a 35°C y a 25°C. En el analisis por SDS-PAGE se puede observar que en el
ensayo a 35°C la induccion fue minima, mientras que a 25°C no hubo induccion (Figura 30). Con
estos resultados se establecio que las mejores condiciones de induccion ensayadas fueron 0.1mM de
IPTG, 2h a 37°C 200rpm de agitacion.

Al separar la fraccion soluble de la insoluble de la induccidn, se observé que la his-p19 se
expresaba de forma insoluble (Carril 3, Figura 31).
Al igual que anteriormente se trabajaron y usaron distintos agentes de forma desnaturalizante para
tratar de solubilizar la his-p19:
UREA

Se partié solubilizando la proteina con Urea, usando Urea 2 y 8M. Las distintas fracciones
separadas por centrifugacion, se analizaron por SDS-PAGE. En el gel se puede observar que casi la
totalidad de la his-p19 permanece de forma insoluble (Carril 7, Figura 31), la identidad de la banda
correspondiente a p19 se identificd por espectrometria de masa (dato no mostrado). La utilizacion de
Urea 8M en combinacién con DTT tampoco permitié obtener la proteina mayoritariamente en forma
soluble (Carriles 2 y 3, Figura 32).
SDS

Se ensayo la solubilizacién con SDS 0.2% y SDS 2%, en las mismas condiciones de tiempo,
temperatura y agitacion que en el ensayo anterior. Si bien se pudo observar la presencia de la proteina
en las fracciones solubles, la proporcién presente en estas fracciones fue inferior a la presente en las

fracciones insolubles (Carriles 4 y 6, Figura 32).

TRITON X-100 Y SARCOSYL

Se realizaron nuevos ensayos de solubilizacion utilizando en un primer paso Triton X-100

seguido de Sarcosyl 1%. El tratamiento con Triton si bien permitio solubilizar varias proteinas
presentes en los cuerpos de inclusidn, la his-p19 permanecié 100% insoluble (Carril 3, Figura 33).
Cuando la fraccion insoluble luego del tratamiento con Tritdn se traté con Sarcosyl, se consiguid
solubilizar el 50% de la his-p19 presente aproximadamente (Carriles 4 y 5).

Como se logré un 50% de solubilizacion con Sarcosyl y a su vez se eliminaron varios contaminantes
con Triton, se usaron estas condiciones para realizar una produccion preparativa y continuar con la

purificacion de la proteina por afinidad con Ni.
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Luego de la expresion la proteina se replegd por dilucion en el tampon de equilibrio hasta
tener una concentracion final de Sarcosyl 0.25%. La muestra conteniendo la proteina se aplico a una
columna conteniendo resina de Ni-NTA y el material retenido se eluyé con Imidazol 600mM
conteniendo Sarcosyl 0.25%. El analisis por SDS-PAGE de la fraccion eluida mostro la presencia de
his-p19 (Carril 8, Figura 34). Este procedimiento permitio obtener la proteina altamente pura, con un

rendimiento de 2mg por 1L de cultivo.

Generacion del péptido sintético de la secuencia de la p19

Utilizando algunos programas del servidor EXPASyY Proteomics Server se selecciond la
secuencia aminoacidica del péptido a sintetizar. En primer lugar se realiz6 un analisis tedrico de la
hidrofobicidad de la secuencia aminoacidica de la p19, con el programa ProtScale usando las escalas
de hidrofobicidad por AA de Rao & Argos®: coeficiente de retencion en TFA8 y fraccion molar (%)
de residuos enterrados®®. Los resultados obtenidos con cualquiera de las 3 escalas fueron similares,
identificando una region comprendida entre los residuos 36 al 45, aproximadamente, como la menos
hidrofobica. La Figura 35 muestra el resultado obtenido al utilizar la escala basada en el coeficiente
de retencion en TFA (Figura 35)

Se selecciono una secuencia lineal comprendida en esta region, ya que presenta mayor probabilidad
de estar expuesta en la estructura cuaternaria de la 1L-23. A su vez se busco que la secuencia del
péptido sea baja en prolina. Esto ultimo, es necesario para la sintesis quimica del péptido, ya que un
alto contenido de prolinas puede resultar en una menor eficiencia de sintesis, aumentando el nimero
de cadenas truncas, se interrumpe la sintesis en un nimero importante de cadenas por impedimento

estérico (Figura 35).

Péptido seleccionado: EEGDEETTNDVP

Se verifico que la secuencia seleccionada esté teéricamente expuesta en la proteina, utilizando
los datos de la estructura cuaternaria de la IL-23, obtenidos de EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/). Con
este analisis se observé que el péptido se encuentra tedricamente expuesto en la estructura cuaternaria
de la IL-23 (Figura 36).

Finalmente, usando el Blast-p (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) se

comprobd que el peptido sélo tuviese homologia con la IL-23 y no encontrase homologia con ninguna
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otra proteina humana o de cualquiera de los organismos de la base de datos del Blast (dato no
mostrado). Este analisis se realizé ya que el péptido posiblemente serd el epitope del Ac quimérico
generado, con este resultado podemos decir que dicho Ac teéricamente no reconocera otra proteina
humana que no sea la IL-23.

A la secuencia del péptido se le adicion6 una Lisina en el extremo N-terminal, con el fin de aportar
otro grupo amino primario que facilite la conjugacion del péptido a proteinas portadoras, para mejorar
su inmunogenicidad o su exposicion cuando se utilizara inmovilizado a una fase sélida.

Se sintetizo el péptido de 13 aminoacidos de secuencia KEEGDEETTNDVP.

Con el estudio tedrico del péptido, usando el ProtParam del servidor Expassy se determino:

Peso Molecular: 1462.4 Da

pl: 3.77

El péptido se obtuvo mediante sintesis Fmoc en Fase solida. Se analizd la muestra obtenida de

la sintesis por Espectrometria de masa. Con este analisis se pudo observar que en el producto de la
sintesis, se encuentra mayoritariamente el péptido de interés (peso tedrico 1462 Da).
En la figura 37 se muestra el espectro obtenido, se observan tres especies A, B y C. Se puede inferir
que las especies Ay C son la misma, siendo que la primera se encuentra doble-cargada y la segunda
mono-cargada y corresponden al péptido (masa molar 1461.69 y 1461.64). A pesar de la presencia
de la especie B que no se corresponde con el peso molecular del péptido, dado que esta se encuentra
en proporcién minoritaria frente a las otras 2, se considera que la calidad del producto de sintesis
obtenido, es aceptable para continuar el trabajo sin necesidad de pasos posteriores de purificacion
(Figura 37).

Paralelamente, a la generacion de la proteina recombinante se sintetizé el péptido, como se
contd con el mismo antes que la proteina recombinante, se utiliz6 este como inmundgeno.
Con el cometido de lograr la generacién de anticuerpos contra el péptido seleccionado (hapteno), el
mismo fue conjugado a dos proteinas portadoras y a si mismo (usados como inmundgenos)
posibilitando la generacion de epitopes T. Para inmovilizar el péptido a la superficie de poliestireno
de la placade ELISA, es conveniente hacerlo a través de un portador, para esto se utiliz6 un conjugado
péptido-polimero sintético como antigeno en la inmovilizacién para el analisis de los sueros
hiperinmunes. De esta manera, se mejora también la “presentacion” del péptido en la placa, salvando
los problemas estéricos que conlleva el reconocimiento del péptido por parte de los Ac si esta

directamente pegado a la placa.
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Conjugacion del péptido con proteinas portadoras

Se conjugd el peptido a KLH y BSA, para esto tanto las proteinas como el péptido se activaron
con SPDP. En este primer paso, el SPDP reacciona con grupos aminos primarios creando grupos
piridiltioles. Seguidamente, las proteinas se redujeron con DTT formandose grupos sulfhidrilos, los
cuales reaccionan con los grupos piridiltioles generados en el paso previo, forméndose un puente
disulfuro entre el péptido y la proteina (Figura 38). La purificacion de la conjugacion se realizé por
Gel filtracion con BIOSEP-SEC-S3000 (dato no mostrado).

Conjugacion del péptido con si mismo

Para conjugar el péptido con si mismo se uso el reactivo de conjugacion EDC, este reacciona
con los grupos carboxilo del péptido formando un intermediario reactivo. Este intermediario
reacciona con el grupo amino primario del péptido (nucledfilo) para formar un enlace amida entre
ambos (Figura 39). La purificacién de la conjugacion se realiz6 por Gel filtracion con BIOSEP-SEC-
S3000 (dato no mostrado).

Conjugacion péptido con un polimero sintético

Los grupos anhidrido del polimero P(MAMVE) reaccionan sin paso previo de activacion con
el grupo amino primario del péptido. Aqui la reaccién de competencia con el agua es muy fuerte (por
la cual se pierden los grupos anhidridos), por este motivo se tuvo especial precaucion de trabajar con
DMSO que no esté hidratado (Figura 40). La purificacion de la conjugacion se realizd por Gel
filtracion con BIOSEP-SEC-S3000. La cromatografia se sigui6 por lectura de DO a 220nm, donde
absorbe el péptido pero no el polimero (dato no mostrado).

Generacion del mAc anti-p19.

Como se comento anteriormente, para la generacion de anticuerpos frente al péptido sintético
(hapteno) se llevo a cabo distintas conjugaciones.
El protocolo de inmunizacién podria haber sido utilizando sélo uno de los conjugados del péptido a
la proteina portadora, esta estrategia se descartd para evitar favorecer una respuesta de Ac frente a las
proteina portadora.
Para no sesgar la respuesta de anticuerpos hacia la proteina portadora, ya que esto seria lo
tedricamente mas probable, por ser éstas altamente inmunogénicas. Se intentaron dos protocolos

alternativos. Por un lado, se realizd un protocolo de inmunizacién con el conjugado péptido-péptido,
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pero no se obtuvieron titulos de Ac aceptable para continuar con la Fusion (dato no mostrado). La
otra estrategia consistio en alternar los conjugados: BSA-péptido, KLH-péptido y péptido-péptido.
Esta ultima tiene la desventaja potencial de resultar en una respuesta mayoritariamente de tipo IgM
debido a que, en los recuerdos, al cambiar de antigeno no se favorecerad el cambio de clase por
activacion de clonas activadas en el primer encuentro con el antigeno. A pesar de esto, se logré una
buena respuesta especifica contra el péptido.
Los sueros hiperinmunes obtenidos el Dia 21 se juntaron y se evaluaron por ELISA. La placa de
ELISA fue sensibilizada con las distintas proteinas portadoras y con P(MAMVE)-péptido. Con los
resultados del ELISA se pudo observar que como se esperaba, hay respuesta frente a las proteinas
portadoras (BSA y KLH), observandose un mayor titulo de Ac anti-BSA, pero también un titulo alto
frente al péptido ya que se observa sefial contra P(MAMVE)-péptido (Figura 41).

Se realiz6 un Dot blot para evaluar si los Ac que reconocen el péptido también reconocen a la
IL-23 recombinante. Se obtuvo una sefial positiva en el ensayo con el conjunto de sueros
hiperinmunes, no a si cuando se usé el conjunto de sueros preinmune de raton (Figura 42). Con este
ensayo se determind que los anticuerpos de raton generados frente al péptido reconocen la 1L23
recombinante, lo que confirma que el péptido esta expuesto, accesible en la estructura cuaternaria de
la misma. A su vez, ya que la IL-23 recombinante usada es biolégicamente activa, se podria suponer
que los Ac reconoceran la IL-23 nativa.

Al haber obtenido respuesta frente al péptido y a su vez frente a la IL-23 recombinante, se
procedio a generar el anticuerpo monoclonal.
Los sobrenadantes de hibridoma obtenidos en la fusion, se evaluaron por ELISA frente a la his-p19
(Figura 43 A). Se obtuvieron 3 clonas que reconocian la his-p19, lo que era esperable ya que la
respuesta fue principalmente contra la BSA (dato no mostrado), una de las proteinas portadoras. Se
selecciond sélo 1 de estos clones, el 3D7, el cual se clono por dilucion limite y se evalué nuevamente
por ELISA, frente a his-p19 (Figura 43 B).
Una vez subclonado y obtenido el monoclonal 3D7, se evalu6 por ELISA la reactividad frente a la
his-p19 y se controlé nuevamente frente a BSA y KLH (Figura 43 C). En la figura se puede apreciar
que el 3D7 reconoce especificamente la his-p19; no se observa reaccion frente a las proteinas
portadoras. Los valores de DO obtenidos frente a las proteinas portadoras se asemejan a los obtenidos
frente a antigenos no relacionados (dato no mostrado).

Mediante ELISA de captura se determin0 el isotipo del 3D7, para lo cual se uso el conjugado
anti-lgM de raton:PO y anti-IgG de raton:PO. En la Figura 44 se muestran los valores de DO

obtenidos en el ensayo, con una sefial positiva al usar el conjugado anti-lgM, no asi al usar el
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conjugado anti-1gG, evidenciando que el 3D7 es una IgM. Este isotipo pentamérico puede presentar
dificultades en los inmunoensayos por una razon estérica.

Se procedio a reducir parcialmente el mAc 3D7 de tipo IgM de manera de disociar el
pentamero y determinar si se obtiene una mejor reactividad en los inmunoensayos. El 3D7 tratado
(3D7*) se evalud por ELISA, en este caso la placa se sensibilizé con 100uL/pocillo de 5pug/mL de
his-p19 y se uso el conjugado anti-IgM de raton:PO. Se puede ver que hay un aumento en la sefal
cuando se utiliza 3D7* con respecto al 3D7 (Figura 45). Esto se explicaria, ya que aumentaria la
probabilidad de que mas moléculas de Ac monomeéricas se unan al Ag por unidad de superficie en
comparacion con la molécula pentamérica, debido a un impedimento estérico en el caso de ésta
ultima. Hay un “mayor aprovechamiento” de los epitopes presentes en la fase solida.

El 3D7* se evalué por Western Blot frente a una muestra de his-p1l9 vy frente a BSA.
Paralelamente, se hizo un control usando el suero hiperinmune anti-péptido de raton. En la Figura 46
se puede observar que el 3D7* reconoce especificamente a la his-p19 y no presenta reactividad frente
a la BSA. En el ensayo con el suero hiperinmune se puede observar como se esperaba, una banda
correspondiente a la his-p19 (cercano a 30kDa) y una que corresponde a la BSA (66kDa), el

conjugado no presenta reactividad frente a ninguna de las proteinas.

Generacion de un anticuerpo quimérico recombinante anti-1L-23

Quimerizacion del mAc obtenido

Para realizar la quimerizacion del mAc obtenido, el primer paso es clonar las secuencias
variables del mismo (H y L), asi como la secuencia constante H y L de Ig de humano. En éste trabajo
se usaron las regiones constantes humanas k y y1 clonadas previamente a partir de donantes. La
obtencion de las regiones variables H y L del mAc se realiz6 utilizando la técnica 5"RACE, que nos
permite levantar secuencias desconocidas, siempre y cuando se cuente con una secuencia conocida
hacia el extremo 3"de ésta, para el disefio de cebadores antisentido. Aqui se puede utilizar esta técnica,
ya que en el trascripto maduro de las Ig, se encuentra el rearreglo de la regién variable seguido por la
secuencia constante correspondiente (para ambas cadenas, H y L), la cual es conocida.

Para el clonado de las regiones variables del mAc se partio con la purificacion del ARN total

de células del hibridoma 3D7, se determind la pureza por DO teniendo una relacién DO260/DO2g0 de
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1,85. Al visualizar el ARN en el gel de agarosa se observo que habia una degradacion parcial, ya que
la banda correspondiente al ARNr 28S no se encontraba en una relacion 2:1 con respecto a la banda
de ARNr18S. A su vez la banda correspondiente al ARNr 5S, 5.5S y ARNt se encuentran en una
mayor proporcion de lo esperado, lo cual es otro indicativo de degradacion (Figura 47)7.

Se disefiaron 4 cebadores reversos para amplificar la secuencias variables p y k del 3D7 por
5’RACE, para esto se trabajo alineando las secuencias constantes de la cadena p y k respectivamente,
disponibles en el GenBank® (Figura 48). Se disefiaron 2 cebadores por cadena, uno mas alejado del
3’de la region variable (MIgMR; MC«kR) y otro més cerca de la misma (MIgMR N; MCkR N). El
propdsito de esto fue usar en la primer ronda de PCR el cebador alejado del 3"y luego las siguientes
PCR realizarlas con el cebador proximo al extremo 3" de la region variable, para cada cadena variable
(VHy VK).

A partir del ARN purificado se sintetizo el ADNc de la region Vi y Vk utilizando la enzima
transcriptasa reversa y los cebadores MIgMR y MCkR, especificos para la regiones constantes de la
cadena u y k de Ig murina, respectivamente. EI ARN se digirié con la enzima ARNasa y se agrego
una cola poli-G al extremo 5’ de los ADNcs. Las regiones Vu y Vk fueron amplificadas por PCR
utilizando el cebador sentido AAP (provisto en el Kit) que contiene una secuencia poli-C y los
cebadores antisentido MIgMR N y MCkR N, especificos para la regiones constantes de la cadena p
y x de Ig murina. En la figura 49 se muestra el andlisis de dicha PCR en gel de agarosa 1.5%, pudiendo
observarse un amplificado de aproximadamente 500pb para la secuencia Vu y otro del mismo tamafio
para el amplificado de la cadena Vx. Los amplificados se clonaron en el vector TOPO TA Cloning,
se transformaron células XL-1 blue competentes y se cultivaron en medio selectivo. Los clones
fueron chequeados por PCR de colonias y los que presentaban el inserto se mandaron a secuenciar.

Analizando las secuencias con el programa IMGT/V-QUEST se determind que el 50% de los clones

V« habian incorporado el inserto de interés mientras que el 50% restante incorporaron un transcrito
aberrante de Ig que puede estar presente en los hibridomas. Estos trascriptos aberrantes, presentan un
codén stop dentro de la secuencia codificante y siempre estan presentes en las células SP2/0 que se
usan para la fusion.

La Vu fue la misma en todos los clones (dato no mostrado). Con la secuencia se determiné que el
tamafo de la Vu tiene 404pb (Figura 50) y de la Vk tiene 411pb (Figura 51).

Dichas secuencias, se analizaron usando distintos programas como Translate Tool, SignalP 4.0 Server
del servidor Expasy, IMGT/V-QUEST (http://www.imgt.org). Se observé que no hay presencia de
codones stop dentro de las secuencias codificantes p y k, y se determind las secuencias

correspondientes a los péptido sefial de cada secuencia, MGWSSIILFLVATATGVHS para Vu y
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MMSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQM para Vk. También se identificaron los CDR de cada cadena
(Figura 50 y 51).

Generacidn de los pldsmidos Quiméricos para las cadenas Hy L.

La construccion de los plasmidos de expresion quiméricos se realizO mediante PCR de
extension por sobreposicion. Para esto se generaron cebadores utilizando las secuencias de las
cadenas VL y Vk murinas y de las cadenas constante yl y x humanas. En dichos cebadores se
introdujeron secuencias complementarias entre las regiones 3" de las cadenas variables 1 y k con las
regiones 5 de las cadenas constantes y1 y «, respectivamente, asi como la secuencia Kozak en los
cebadores sentido para las cadenas VL y Vk.

Se amplificaron por PCR las cadenas variables p y «, y constantes y1 y k. Estos productos de PCR
generados, se utilizaron en una tercera ronda de PCR donde se mezclaron las cadenas variables y
constantes respectivas (U-y1 y k-k), utilizando los cebadores externos de ambas cadenas (Figura 6).

De esta manera se obtuvieron las cadenas quiméricas pesada (4-y1) y liviana (ik-k).

Para la construccion de la cadena pesada quimérica, en la PCR1 se obtuvo un producto entre
400-500pb para la cadena Vu (cebadores: VmuMF y FusVmuM/CgHR) y en la PCR2 un producto
cercano a 750pb para la cadena constante y1 (cebadores: FusVmuM/CgHF y Cg1HR), tal como se
esperaba en funcion de las secuencias conocidas respectivas (Figura 52).

En la PCR3, se probaron varias estrategias de Fusion: PCR de gradiente, uso de distintas
combinaciones de cebadores, distintas concentraciones de las secuencias, distintos ciclo de PCR,
pasos previos de PCR sin cebadores y demas, con ninguno de ellos se obtuvo fusion de las cadenas
(dato no mostrado). La estrategia con la cual se obtuvo un producto de PCR del tamafio esperado para
cada cadena quimérica, fue usando los cebadores externos con una relacion equimolar de cada cadena
Hy L y calculando la Tm para la reaccion a partir de la secuencia complementaria introducida con
los cebadores sentido Fus wusando el programa Oligo Analyzer-1.5 (www.uku.fi/~
kuulasma/OligoSoftware).

Para generar la cadena quimérica H, se utiliz6 una Tm 53°C, la cual se calculé de la secuencia
complementaria entre la cadenas p y y1 generada en las rondas anteriores de PCR. Se usaron los
cebadores externos (VmuMF y CglHR) y concentraciones equimolares de las secuencias pny y1, se
obtuvo el producto esperado (segun el tamafio) entre 1000-1500pb (1157pb), y también dos productos
inespecificos de 500 y 400pb (Figura 52). La secuencia de ADN quimeérica p-y1 se purifico a partir

del gel de agarosa, se digiri6 con las enzimas de restriccion Nhel y BamHI y se ligo en el plasmido
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de expresion eucariota pcDNA 3.1(-). El plasmido conteniendo el inserto se introdujo en células XL-
1 competentes y los clones obtenidos se analizaron por PCR de colonia, con los cebadores VmuMF
y CglHR. Cuatro clones dieron lugar a un producto de PCR con un tamafio entre 1000 — 1500 pb de
acuerdo a lo esperado mientras que el resto de los clones dieron lugar a productos de PCR de menos
tamario (Figura 53). La digestion del material proveniente de los 4 clones posiblemente positivos con
Nhel y BamHlI, liber6 un inserto de 1000 — 1500 pb en cada caso (Figura 54). La secuenciacion de
los insertos confirmd la secuencia esperada sin mutaciones con respecto a la secuencia original (dato

no mostrado) y un tamafio de 1157pb (Figura 55).

Para la construccién de la cadena quimérica L, en la PCR 1 (cebadores: VkMF y
FusVkM/CkHR) se obtuvo un producto entre 400-600pb y en la PCR 2 (cebadores: FusVkM/CKHF
y CKkHR) se obtuvo un producto entre 250-500pb, tal como se esperaba en funcion de las secuencias.
En la PCR 3 se realizaron los mismos ensayos que para la cadena H (dato no mostrado), utilizando
finalmente la misma estrategia para la fusién. La PCR 3 para dicha cadena se realiz6 a una Tm de
51°C, calculada igual que para la cadena pesada. Se obtuvo un producto de aproximadamente 750pb
de acuerdo a lo esperado; también se observo un producto no especifico menor a 500pb (Figura 56).
El producto de 750pb que corresponde al tamafio de la cadena quimérica k-« se purificd del gel y se
digiri6 con las enzimas de restriccion Nhel y BamHI, se clon6 en el plasmido pSecTag2B y se
introdujo en células XL-1 blue competentes. Algunos de los clones obtenidos se evaluaron mediante
un ensayo de restriccién con Nhel y BamHI. En tres de los clones evaluados, se obtuvo un inserto del
tamafo esperado (Figura 57). La secuenciacién de estos insertos confirmd la secuencia esperada sin
mutaciones con respecto a la secuencia original (dato no mostrado) y un tamafio de 733pb (Figura
58).
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Expresion del Ac quimérico

Para poder seleccionar las células CHO-K1 transfectadas con ambos plasmidos, lo primero
que se realiz6 fue la determinacion de la concentracion de antibidtico para la seleccion de dichos
transfectomas. Las células se cultivaron durante 15 dias con medio con Zeocina entre 100 pug/mL a
50 mg/mL o Neomicina entre 7 ug/mL a 7 mg/mL. La concentracidn de uso que se selecciond para
la Zeocina fue 1mg/mL, para la Neomicina 1,4mg/mL, siendo éstas las menores concentraciones
donde se constatd muerte celular en este periodo.

Una vez determinada la concentracion de antibi6tico a usar, se co-transfectaron los plasmidos
quiméricos en células CHO-K1, para la generaciéon de transfectomas estables secretores del Ac
quimérico. El analisis por Western Blot del sobrenadante de cultivo de 72h de los transfectomas con
los plasmidos pSecTag2B/k-k y pcDNA3.1(-)/u-y , mostré una banda correspondiente a un anticuerpo
de clase 1gG (PM aprox 150 kDa) (Figura 59). Esto demostr6 que la transfeccion fue exitosa y que
las células transfectadas expresan la proteina heteréloga.

Para la evaluacion del Ac quimérico se purificé el mismo por HiTrap Protein G HPn y se
analiz6 por SDS-PAGE. Con este analisis al tratar la muestra con DTT para reducirla, se observo que
no hubo reduccion total, ya que en la muestra reducida (Figura 60, carril A2) se observa una banda
aproximada 150kDa que corresponderia a la molécula de IgG sin reducir y solo se observa una
fraccion menor de IgG reducida (dos bandas, una aproximada a 50kDa y la otra a 25kDa). La
expresion del quimérico es de forma soluble ya que el mismo esta en el sobrenadante del cultivo, y
se purifica por afinidad con proteina G, pero la falta de reduccidn al usar DTT puede deberse que al
dializar el purificado, hubiese cierta agregacion. Por este motivo la solucion de Ac quimérico, se
sonico 5min y se observo que la reduccion realizada después de éste paso era total (Figura 60, carril
B3). En las condiciones ensayadas se obtuvo un rendimiento de produccion de 8ug/mL de Ac
quimérico purificado.

Se evaluo por Western Blot si el Ac quimérico seguia reconociendo a la proteina p19, ya que
muchas veces la quimerizacion puede afectar la especificidad del Ac. En la figura se puede observar
que hay un reconocimiento selectivo de la p19 por parte del quimérico (Figura 61, carril 3)
comparable con la del monoclonal de partida (Figura 61, carril 2).

Mediante inmunocromatografia se aprecié que el Ac quimérico reconoce la IL-23 recombinante, en
la figura 62 se puede observar que se obtiene una sefial positiva frente a la IL-23 (membrana 2) no

asi frente a la BSA (membrana 1).

65



Resultados y Discusion
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

Con el fin de determinar la Ka del Ac Quimérico se utilizd el método de Friguet®’, para lo
cual se realiz6 un ELISA competitivo. Para esto se sensibilizd la placa de ELISA con la proteina
recombinante his-p19 y antes de sembrar la dilucion del Ac Quimérico se pre incubd con la misma
proteina en distintas concentraciones, paralelamente se realizé el mismo procedimiento para el
monoclonal 3D7*. En la figura 63 A se representa el resultado del ELISA de % DO/DOO en funcion
de los ng de his-p19, se puede observar para ambos casos (Quimérico y 3D7*) un comportamiento
sigmoideo. Esto es lo que se espera si existe inhibicidn, o sea a mayor cantidad de his-p19 en solucion
menor es la sefial, ya que no queda anticuerpo libre para unirse a la his-p19 inmovilizada. Para
determinar la Kp se grafico v/a en funcion de v (Definidas segun el método de Friguet y aplicando la
ecuacion de Scarchard), y se calculd Kp a partir de la pendiente de la gréafica (Figura 63 B).

De este dato podemos determinar que la Ka (1/Kp) para el anticuerpo monoclonal 3D7 es
aproximadamente 5x10° M vy la del Ac. Quimérico 6x10°M. Estos valores de afinidad bajos, son
consistentes con el hecho de que el anticuerpo monoclonal 3D7 original es de clase IgM *. Las
regiones de los CDRs de este tipo de anticuerpo codificadas por el rearreglo de segmentos genéticos
V(D)J, no sufren un mecanismo de hipermutacion somatica (maduracion de la afinidad), por lo tanto
presentan menor variabilidad y afinidad que los anticuerpos de clase 1gG. La baja afinidad se
compensa con su naturaleza polimérica, que le confiere alta avidez.

Los valores similares de Ka obtenidos para el Ac monoclonal original (3D7) y para el Ac Quimeérico,
junto con su probada reactividad contra la p19 recombinante y contra la IL-23 recombinante, pone en

evidencia que la quimerizacion no afecto el sitio de reconocimiento del mAc de partida.
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FIGURAS

Figura 9: Digestion de pCMV6-XL5/p19 con EcoRI/Notl. Gel de agarosa
1.5%, en el primer y segundo carril se observan marcadores de tamafio,
sefialando los tamafios de 5 y 0.7Kb; 1- digestion con Notl; 2- digestion
con EcoRl; 3- digestion con EcoRI/Notl.

En los 3 casos se observa una banda aproximada a 0,7kb, lo que evidencia
un sitio de restriccion EcoRI que no estaba descrito.

Figuras
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Figura 8: PCR de colonia. Gel
de agarosa 1.5%, con el
resultado de la PCR de colonia
para verificar la presencia de
pCMV6-XL5/p19 en los
transformantes con los
cebadores v1.5 y XL39. Se
observa una banda aproximada
a 0,7kb en todas las colonias
testeadas (1al 10) menos en el
control negativo (c-).
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Figura 10: Mapa del Plasmido pCMV —XL5 (OriGene Technologies, Inc.)
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XXXATGCTGGGGAGCAGAGCTGTAATGCTGCTGTTGCTGCTGCCCTGGACAGCTCAGGGCAGAGCTGTGCCTGGGGGCAG
XXXATGCTGGGGAGCAGAGCTGTAATGCTGCTGTTGCTGCTGCCCTGGACAGCTCAGGGCAGAGCTGTGCCTGGGGGCAG
CAGCCCTGCCTGGACTCAGTGCCAGCAGCTTTCACAGAAGCTCTGCACACTGGCCTGGAGTGCACATCCACTAGTGGGAC
CAGCCCTGCCTGGACTCAGTGCCAGCAGCTTTCACAGAAGCTCTGCACACTGGCCTGGAGTGCACATCCACTAGTGGGAC
ACATGGATCTAAGAGAAGAGGGAGATGAAGAGACTACAAATGATGTTCCCCATATCCAGTGTGGAGATGGCTGTGACCCC
ACATGGATCTAAGAGAAGAGGGAGATGAAGAGACTACAAATGATGTTCCCCATATCCAGTGTGGAGATGGCTGTGACCCC
CAAGGACTCAGGGACAACAGTCAGTTCTGCTTGCAAAGGATCCACCAGGGTCTGATTTTTTATGAGAAGCTGCTAGGATC
CAAGGACTCAGGGACAACAGTCAGTTCTGCTTGCAAAGGATCCACCAGGGTCTGATTTTTTATGAGAAGCTGCTAGGATC
GGATATTTTCACAGGGGAGCCTTCTCTGCTCCCTGATAGCCCTGTGGGCCAGCTTCATGCCTCCCTACTGGGCCTCAGCC
GGATATTTTCACAGGGGAGCCTTCTCTGCTCCCTGATAGCCCTGTGGGCCAGCTTCATGCCTCCCTACTGGGCCTCAGCC
AACTCCTGCAGCCTGAGGGTCACCACTGGGAGACTCAGCAGATTCCAAGCCTCAGTCCCAGCCAGCCATGGCAGCGTCTC
AACTCCTGCAGCCTGAGGGTCACCACTGGGAGACTCAGCAGATTCCAAGCCTCAGTCCCAGCCAGCCATGGCAGCGTCTC
CTTCTCCGCTTCAAAATCCTTCGCAGCCTCCAGGCCTTTGTGGCTGTAGCCGCCCGGGTCTTTGCCCATGGAGCAGCAAC
CTTCTCCGCTTCAAAATCCTTCGCAGCCTCCAGGCCTTTGTGGCTGTAGCCGCCCGGGTCTTTGCCCATGGAGCAGCAAC
CCTGAGTCCC-XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXGAATTCXXXXXXXXXXXXXXXXX
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Figura 11: Resultado de la secuenciacion de pCMV6-XL5/p19 con los primers v1.5 y XL39. Se verifica que la secuencia corresponde
ala secuencia codificante de la proteina p19 (secuencia en negro) y que la misma no presenta mutaciones con respecto a la secuencia
disponible en la bases de datos (secuencia en azul). En color se marcan los codones de inicio y de Bll. Por otro lado se ven los dos
sitios de restriccion de [l y 3 sitios de restriccién para ECORI. Los que se encuentran sefialados por una flecha (l» ), no estaban

descritos por el proveedor.
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Figura 12: Resultado del anélisis de la secuencia de pl9 con NEBcutter. La secuencia nucleotidica de la pl9 se muestra

esquematizada como una linea. Dentro de la misma se sefialan las posiciones donde se encuentran sitios de restriccion para distintas

endonucleasas. (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)
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Figura 13: Mapa del Plasmido pGEX 2T (GE Healthcarey, USA).
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Figura 14: Digestion-desfosforilacion de pGEX2T y amplificacién de p19 a partir de CMV6-XL5/p19. Gel de agarosa 1%: 1-
marcador de tamafio donde se sefialan los tamafios de 600; 800 y 5000pb; 2- resultado de la digestion de pGEX2T; 3- producto de
PCR de p19. En el carril 2 se observa una banda de aproximadamente 4900pb que corresponde al pGEX2T linealizado y en el carril 3

se observa una banda aproximada a 600-700pb, que es lo esperado para la secuencia de p19.
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Figura 15: Analisis de los clones pGEX2T/p19 por PCR de colonia. Gel de agarosa 1.5%. 1- marcador de tamafio donde se sefialan
los tamarfios de 600; 800pb; 2 al 8- Producto de PCR de las clonas testeadas; 9- Control negativo. En las clonas testeadas se observa

una banda aproximada a 700pb, que es lo esperado para la secuencia de p19.
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TAATCGCTTGGCATGAAGGGTTATGTATTTAAAATGAAAGCCAGCCCGATGGTATATTTTGGGGTAAAATTTCGCG
CCGGCCAATTCTTCGGCCAGACCCTAAGAAGGTGGTATGCCGTGGGTAAAACCCCTTAATTTTGCGTCCAAGGGCG
TCTCGTGTTAGAAATTTGTTTGCGCGCACTATAAAGGGTTCGGAAAATATTGGAGATAGCGGGTGACATAATACTG
AGGGGTTGGATAAATGGTGGATTTGGGGCGGATACAATTTTCCACAGGAGAACAGTTTTCTATTCCCCTTAACATA
GGTTTTTGGAAAATTAAAGGCCTTGTGGACCCCCACTTGATCTTTTTTTGGAATTTTTTGAGAAAAAATTGGAAGG
CCTTTTGATGAGCGGGATGAAGGGTATAAATGGGGAACCAAAAAGTTTGAATTGGGTTGGAGTTTCCCAATCTTCC
TTATTATATGATGGTGATGTTAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTT
GGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCG
AGAATTGCATATAGTAAAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAAATGT
TCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCATCCTGACTTCATGTTGTATGACGC
TCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATT
GAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCA
CGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGTTCCGCGTGGATCCCCGGEGAATTCTGAGAGCTGTGCC
TGGGGGCAGCAGCCCTGCCTGGACTCAGTGCCAGCAGCTTTCACAGAAGCTCTGCACACTGGCCTGGAGTGCACAT
CCACTAGTGGGACACATGGATCTAAGAGAAGAGGGAGATGAAGAGACTACAAATGATGTTCCCCATATCCAGTGTG
GAGATGGCTGTGACCCCCAAGGACTCAGGGACAACAGTCAGTTCTGCTTGCAAAGGATCCACCAGGGTCTGATTTT
TTATGAGAAGCTGCTAGGATCGGATATTTTCACAGGGGAGCCTTCTCTGCTCCCTGATAGCCCTGTGGGCCAGCTT
CATGCCTCCCTACTGGGCCTCAGCCAACTCCTGCAGCCTGAGGGTCACCACTGGGAGACTCAGCAGATTCCAAGCC
TCAGTCCCAGCCAGCCATGGCAGCGTCTCCTTCTCCGCTTCAAAATCCTTCGCAGCCTCCAGGCCTTTGTGGCTGT
AGCCGCCCGGGTCTTTGCCCATGGAGCAGCAACCCTGAGTCCC-GAATTCAT CGTGACTGACTGACGATCTGCT
CGCGCGTTTCGGAAGCC

Figural6: Resultado de la secuenciacién de pGEX2T/p19 con el cebador universal pGEX3 de uno de los clones. Se verifica que la
secuencia corresponde a la proteina p19 en pGEX clonada en sentido 5°-3" en el sitio EcoRI. La misma no presenta mutaciones en la
secuencia codificante, pero si presenta la insercion de una G antes del inicio introducida por el cebador P19EcoRIpGEX2T F. En
color se marca el codén de Bl. Por otro lado se ven los dos sitios de restriccién de EGORI, la secuencia del pGEX 2T en verde y de la

proteina en negro.
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Figura 17: Expresion de GST-p19. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1-PM (kDa) 97 -66-45- 30- 20; 2-Células sin
inducir; 3-Células inducidas con 1mM de IPTG, durante 4h; 4- Fraccion soluble de la induccidn; 5-Fraccién insoluble de la induccion.
Se observa una banda a 45kDa que corresponde a la induccion de GST-p19 (carril 3) (sefialada con una flecha azul). Se observa GST-
p19 tanto en la fraccion soluble (carril 4) como en la insoluble (carril 5).

Figura 18: Solubilizacion de GST-p19 con Urea. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1- Fraccion soluble de la induccion;

2-Fraccion insoluble de la induccién; 3- Fraccion soluble del ensayo Urea 2M; 4-Fraccion insoluble del ensayo Urea 2M; 5- Fraccién
soluble del ensayo Urea 8M; 6-Fraccidn insoluble del ensayo Urea 8M. A la izquierda de la figura se marcan los pesos moleculares
correspondientes (97; 66; 45; 30kDa). No se observa GST-p19 soluble en el ensayo con Urea 2M (carril 3), en el ensayo con Urea
8M se observa que hay solubilizacién pero no es significativa (carril 5), ya que la mayoria de la GST-p19 permanece insoluble (carril
6). En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.
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Figura 19: Solubilizacién de GST-p19 con Alcoholes. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1- Marcador de peso molecular
(97; 66; 45; 30 kDa); Carril 2 - Fraccion soluble del ensayo Urea 2M + Metanol 6M; Carril 3-Fraccion insoluble del ensayo Urea 2M
+ Metanol 6M; Carril 4 - Fraccién soluble del ensayo Urea 2M + Etanol 6M; Carril 5-Fraccion insoluble del ensayo Urea 2M +
Etanol 6M; Carril 6 - Fraccion soluble del ensayo Urea 2M + Propanol 6M; Carril 7-Fraccion insoluble del ensayo Urea 2M +
Propanol 6M; Carril 8 - Fraccion soluble del ensayo Urea 2M + Butanol 6M; Carril 9-Fraccion insoluble del ensayo Urea 2M +
Butanol 6M.

Se observa GST-p19 soluble en el ensayo con Urea 2M + Metanol 6M (carril 2), no asi en los otros ensayos (carril 4, 6 y 8).

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.

97
66

& .5

Figura 20: Solubilizacién de GST-p19 con Urea y Metanol. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. A la izquierda de la
figura se sefialan los pesos moleculares (97; 66; 45kDa); Carril 1 - Fraccion soluble del ensayo Urea 4M + Metanol 6M; Carril 2-
Fraccion insoluble del ensayo Urea 4M + Metanol 6M; Carril 3 - Fraccion soluble del ensayo Urea 6M + Metanol 6M; Carril 4-
Fraccion insoluble del ensayo Urea 6M + Metanol 6M; Carril 5- Fraccion soluble del ensayo Urea 8M + Metanol 6M; Carril 6-
Fraccion insoluble del ensayo Urea 8M + Metanol 6M.

No se observa GST-p19 soluble en los carriles 1,3y 5.

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.
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Figura 21: Solubilizacion de GST-p19 con Sarcosyl y Guanidinia. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1-Marcador de
peso molecular (97; 66; 45; 30kDa); Carril 2- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 2%; Carril 3-Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl
2%,; Carril 4 - Fraccion soluble del ensayo Guanidinia 6M; Carril 5-Fraccion insoluble del ensayo Guanidinia 6M.

Se observa GST-p19 soluble en ambos ensayos (carriles 2 y 4), aunque la solubilizacion no es 100% por que sigue habiendo GST-p19
insoluble (carriles 3y 5).

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.

Figura 22: Solubilizacion de GST-p19 con Sarcosyl (0 a 2%) y DTT. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1-Marcador de

peso molecular (97; 66; 45; 30kDa); Carril 2- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0%; Carril 3- Fraccion soluble del ensayo
Sarcosyl 0%; Carril 4- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0.25%; Carril 5- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.25%; Carril
6- Fraccidn insoluble del ensayo Sarcosyl 0.5%; Carril 7- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.5%; Carril 8- Fraccion insoluble del
ensayo Sarcosyl 0.7%; Carril 9- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.7%; Carril 10- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 1%;
Carril 11- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 1%; Carril 12- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 1.5%; Carril 13- Fraccion
soluble del ensayo Sarcosyl 1.5%; Carril 14- Fraccidn insoluble del ensayo Sarcosyl 2%; Carril 15- Fraccion soluble del ensayo
Sarcosyl 2%.

Se observa GST-p19 soluble en todos los ensayos (carriles 3, 5, 7, 9, 11, 13, y 15), salvo en el que tiene 0% de Sarcosyl que tiene un
20% aproximadamente de proteina soluble, los deméas ensayos presentan casi el 100% de la GST-p19 soluble.

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.
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Figura 23: Solubilizacién de GST-p19 con Sarcosyl (0 a 0.4%) y DTT. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. A la izquierda

de la figura se representan los pesos moleculares (97; 66; 45; 30kDa); Carril 1- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0%; Carril 2-
Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0%; Carril 3- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0.1%; Carril 4- Fraccion soluble del ensayo
Sarcosyl 0.1%; Carril 5- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0.2%; Carril 6- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.2%; Carril
7- Fraccion insoluble del ensayo Sarcosyl 0.3%; Carril 8- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.3%; Carril 9- Fraccion insoluble del
ensayo Sarcosyl 0.4%; Carril 10- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 0.4%;

Se observa GST-p19 soluble en todos los ensayos (carriles 2, 4, 6, 8, y 10), salvo en el que tiene 0% de Sarcosyl (como era de esperar)
que tiene un 5% aproximadamente de proteina soluble, los demas ensayos presentan casi el 100% de la GST-p19 soluble.

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19.

Figura 24: Purificacion de GST-p19 con Gluthatione Sepharose™ 4B. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250.

A la izquierda de la figura se representan los pesos moleculares (97; 66; 45; 30kDa); Carril 1- Muestra aplicada en la columna; Carril
2- Fraccioén no retenida; Carril 3- Fraccion del lavado; Carril 4 al 9- Fracciones de la elucién

Se observa GST-p19 en la muestra aplicada y se ve que no se retiene en la columna, ya que aparece en la fraccién no retenida y en el
lavado (carriles 2 y 3).

En la figura se sefiala con una flecha azul una banda a 45kDa que corresponde a la GST-p19
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Figura 25: Mapa del Plasmido pET 28a (Novagen, Germany).
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Figura 26: Digestion de pET 28a y de p19 con EcoRI/Sall. Geles de agarosa 1%: 1y 3 marcador de tamafio, donde se sefialan los
tamafios de 600; 800 y 5000pb; 2- resultado de la digestion del producto de PCR de p19; 4- resultado de la digestion del pET28a. En
el carril 4 se observa una banda de aproximadamente 5000pb que corresponde al pET 28a linealizado y en el carril 2 se observa una

banda cercana a 700pb, que es lo esperado para la secuencia de p19
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Figura 27: Digestion de pET 28a/ p19 extraido de los transformantes con EcoRI. Gel de agarosa 1%: 1- marcador de tamafio donde
se sefiala 5000pb; 2- resultado de la digestion de pET 28a sin inserto (blanco); 3-10-resultado de la digestion de los transformantes.
En el carril 2 se observa una banda de aproximadamente 5000pb que corresponde al pET28a linealizado. Comparando este resultado
con el de las clonas, se puede ver que 3 de las clonas testeadas presentan un mayor tamafio (sefialadas con una flecha azul). En el carril
9, no se aprecia ninguna banda.

Figura 28: Expresion de his-p19. SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250. 1-PM (kDa) 97 -66-45- 30- 20; 2-Células sin inducir;

3-Células inducidas con 0.4mM de IPTG, durante 3h. En esta figura se observa una banda cercana a 30kDa que corresponde a una
induccidn (sefialada con una flecha azul), pero se presenta en un tamafio mayor que el esperado para la his-p19.
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Figura 29: Expresion de his-p19 con distintas concentraciones de IPTG y tiempos de incubaciéon. SDS-PAGE 15% tefiido con
Coomassie R-250. 1-PM (kDa) 97 -66-45- 30- 20-14; 2-Células sin inducir; 3-4-5-6-Células inducidas con IPTG 0.1; 0.4; 0.8; 1mM,
respectivamente, durante 2h. 7-8-9-10-Células inducidas con IPTG 0.1; 0.4; 0.8; 1mM, respectivamente, durante 3h. 11-12-13-14-
Células inducidas con IPTG 0.1; 0.4; 0.8; 1mM, respectivamente, durante 4h. En esta figura se observa una banda cercana a 30kDa
que corresponde a la induccion (sefialada con una flecha azul), no asi en el carril 2. No se observa diferencia en la expresion entre las
distintas condiciones ensayadas.
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Figura 30: Expresién de his-p19 con IPTG 0.1mM, toda la noche a 35°C y a 25°C. SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250.
1- Marcador de peso molecular (kDa) 97 -66-45- 30- 20-14; 2-Células sin inducir; 3-Células inducidas con IPTG 0.1mM durante toda
la noche a 35°C; 4-Células sin inducir; 5-Células inducidas con IPTG 0.1mM durante toda la noche a 25°C. En esta figura se aprecia
la banda cercana a 30kDa que corresponde a la induccion de his-p19 (sefialada con una flecha azul) en la induccién a 35°C, aunque no

tiene un aumento con respecto a los ensayos anteriores y se observa que a 25°C no hubo induccion alguna.
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Figura 31: Solubilizacion de his-p19 con Urea. SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250. 1- Marcador de peso molecular (kDa)

97 -66-45- 30- 20-14; 2- Células sin inducir; 3- Fraccion insoluble de la induccion; 4-Fraccion soluble de la induccién;5-Fraccion
soluble del ensayo Urea 2M; 6- Fraccion soluble del ensayo Urea 8M; 7-Fraccion insoluble del ensayo Urea 8M. La mayor cantidad

de his-p19 se presenta de forma insoluble (carril 7).

En la figura se observa una banda en el carril 7 un poco menor a 30kDa que corresponde a la his-p19, sefialada con una flecha azul.
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Figura 32: Solubilizacion de his-p19 con Ureay DTT, o SDS. SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250. 1- Esquema de pesos
moleculares (kDa) 97 -66-45- 30- 20-14; 2-Fraccién soluble del ensayo con Urea 8M y DTT 5mM; 3- Fraccion insoluble del ensayo

con Urea 8M y DTT 5mM; 4-Fraccion soluble del ensayo con SDS 0.2%; 5- Fraccion insoluble del ensayo con SDS 0.2%; 6-Fraccion
soluble del ensayo con SDS 2%; 7- Fraccion insoluble del ensayo con SDS 2%. En los tres ensayos la mayor cantidad de his-p19 se

presenta de forma insoluble (carriles 3, 5, 7). En la figura se observa la banda correspondiente a la his- p19 con un peso molecular poco

menor a 30kDa, sefialada con una flecha azul.
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Figura 33: Solubilizacion de his-p19 con Triton X-100 y Sarcosyl. SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250. 1- Esquema de
pesos moleculares (kDa) 97 -66-45- 30; 2-Fraccion insoluble del ensayo Triton X-100 1%; 3- Fraccion soluble del ensayo Triton X-
100 1%; 4-Fraccion insoluble del ensayo con Sarcosyl 1%; 5- Fraccion soluble del ensayo Sarcosyl 1%. En los 2 ensayos se presenta
his-p19 de forma insoluble (carriles 2, 4). En el ensayo con Triton el 100% de la his-p19 esta insoluble, en el ensayo con Sarcosyl se
logra solubilizar el 50% aproximadamente de la his-p19 (carril 5). En la figura se indica con una flecha azul, la banda correspondiente

a la his-p19 con un peso molecular poco menor a 30kDa.

Figura 34: Purificacion de his-p19 con columna de Ni-NTA His*Bind® Resin SDS-PAGE 15% tefiido con Coomassie R-250.

1- Marcador de peso molecular (97; 66; 45; 30; 20; 14kDa); 2- Células sin inducir; 3- Células inducidas; 4- Fraccion soluble de la
induccion; 5- Fraccion soluble del tratamiento con Triton X-100; 6- Fraccion soluble del tratamiento con Sracosyl 1% (muestra que
se aplico en la columna); 7- Fraccion no retenida; 8-Eluido.

En la figura se observa una banda menor a 30kDa que corresponde a la his-p19, sefialada con una flecha azul.

Se puede ver que si hay purificacion de la his-p19 ya que se ve una banda en el carril 8 que corresponde a la fraccién eluida de la

columna.
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Figura 35: Estudio tedrico de la
secuencia aminoacidica de p19. A-
Resultados del analisis
computacional de hidrofobicidad de
la secuencia primaria de la pl9
usando la escala de coeficiente de
retencién en TFA. La regién menos
hidrofébica se indica con un circulo
rojo.

B- Secuencia aminoacidica de la
pl9. Se sefiala en la secuencia el

péptido seleccionado para la sintesis.

Figura 36: Estructura cuaternaria tedrica de I1L-23. Azul- se observa la subunidad pl19; Rojo-se observa la subunidad p40;

Representacion con bolas y flecha verde- sefiala el péptido candidato para la sintesis. EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/).
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Intens. 7 +MS, 0.1-0.4min #(4-25)
x10°3
1.00; 2+ (A)
0.75] 731.3591
0.50::
0.257 1 415: (&)35
] 1204.5107 i
0.00 S — e S e e e R, — ——— T ———— T
500 1000 1500 2000 2500 m/z
Component Molecular Molecule Absolute Relative
Mass Abundante Abundante
1461.6984 1462.5152 [M + H]+ 747571 100.00
1499.6189 1500.3574 [M + H]+ 138519 18.53
1461.6413 1462.3084 [M + H]+ 96322 12.88

Figura 37: Resultados del andlisis del producto de sintesis del péptido por espectrometria de masa. Las especies Ay C corresponden
al péptido (masa molar 1461.69 y 1461.64), siendo que la primera se encuentra doble-cargada y la segunda mono-cargada.
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2 \ —_— O N S g
- & 5 W
0 (o}
SPDP
Péptido con Péptido activado
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NZ l
kl S. N DIT N SH HNT S
~ - 4 /\
@Y T g - IO
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{piridil-fio) (sulfidrilo)
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0] HNT S

N \ SH q O - ):)

O/H\K\/S\S/‘Q + O/ T\/ = O/N\(\/S‘S’/\J\u/ s

(o} © o ! Piridina 2-tiona
Conjugacion via puente

Proteina activada disulfuro

Péptido activado .
(sulfidrilo)

(piridil-tiol)

Imagen modificada a partir de https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN0011212_SPDP_CrsLnk_UG.pdf

Figura 38: Esquema de la conjugacion proteina-péptido. Reaccién A- Los dos componentes de la conjugacion se activan con SPDP;
Reaccion B- uno de los actores se reduce con DTT formandose un grupo sulfidrilo; Reaccién C- el grupo sulfidrilo, reacciona con el

grupo piridiltiol generado en el paso A, formandose un puente disulfuro entre ambos actores de la conjugacion.
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0 .
Enlace amida
N
Grupo carboxilo ( ) ! estable
del péptido
o C ~NH; P v
o NN %
/\ou NH '/,/
. 2 /// °
//— “a 0 N H.0 - Aou Regeneracion de
grupos carboxilos
o
\ @
'NH™ N
~ Intermediario
.,.// inestable
¢ EDC
~N
/

Imagen modificada a partir de https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/22980

Figura 39: Esquema de la conjugacion péptido-péptido. EI EDC reacciona con los grupos carboxilo del péptido formando un
intermediario reactivo. Este, reacciona con el grupo amino primario del péptido (nucledfilo) para formar un enlace amida entre ambos.

Hay una reaccién de competencia con el agua.

REACCION POLIMERO - PEPTIDO
3 /" H.N— pEPTIDO
—CH 7—¢H —CH —CH | ——————— 3 CHy;—CH—CH—CH ——
I - I O
o 0 0 -~ = N
| ) | \ g HN—> PEPTIDO
" .1 R
R=0
REACCION COMPETITIVA. HIDROLISIS
~— H,0
\ t ‘n / - | 1 n
\ ZF~0=0 | ZF O
R
R
R=0H, O

Figura 40: Esquema de la conjugacion P(MAMVE)-péptido. Los grupos anhidrido del polimero reaccionan con el grupo amino

primario del péptido. Hay una reaccion de competencia con el agua.
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Figura 41: Grafico con los resultados del ELISA para evaluar la respuesta de los sueros hiperinmunes de ratdn. El gréfico presenta
los resultados de una dilucién 1/1000 del conjunto de sueros frente a la BSA, KLH y al P(MAMVE)-péptido, se graficaron los valores
de DO luego de restarle la sefial del blanco.

Segun lo esperado se observa respuesta frente a la BSA (DOu4sonm 1.9) y KLH (DOasonm 0.7), & su vez se obtuvo una buena respuesta
frente al péptido (DOasonm 1.3), que era el objetivo de las inmunizaciones.

Se representa en rojo el Desvio Estandar de las muestras.

(ng) 1.5 3.1 6.2 12.5 25 5 100

Figura 42: Dot Blot para evaluar la respuesta de los sueros hiperinmunes de raton frente a la IL-23.

Las tres membranas de nitrocelulosa fueron sensibilizadas con diluciones crecientes de la IL-23 recombinante (1.5-3.1-6.2-12.5-25-
50-100ng).

1-Sueros hiperinmunes en una dilucién 1/200 en PBS-T 20 0.1%

2-Sueros preinmunes en una dilucién 1/200 en PBS-T 20 0.1%

3-Control del conjugado.

Se observa una sefial positivaen 1, no asi en 2 'y 3, evidenciando que el conjunto de sueros hiperinmunes reconoce la IL23 recombinante.
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Figura 43: Graficos con los
resultados de los ELISAs para
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Figura 44: Grafico con los resultados del ELISA para determinar el isotipo del monoclonal 3D7. El grafico presenta los resultados
del ELISA de captura sensibilizado con un Ac anti-y totales de ratén (100uL/pocillo con 5ug/mL) hecho en cabra, donde la muestra
es sobrenadante de cultivo del monoclonal 3D7. Se usé como Ac secundario el conjugado anti-lgM de ratdn:PO por un lado y el
conjugado anti-IgG de ratdn:PO por otro.

Se observa que hay una sefial positiva cuando se usa el conjugado anti-IgM no asi con el anti-IgG por lo que se concluye que el 3D7
pertenece al isotipo IgM.

Se representa en rojo el Desvio Estandar de las muestras.

18 -
16 -
14

12 -
m3D7

0,8 m3D7*

DO 450nm

0,6 -
04 -

0,2

Figura 45: Grafico con los resultados del ELISA para evaluar la respuesta del monoclonal derivatizado (3D7%*) y sin derivatizar
(3D7). El gréfico presenta los resultados de la IgM parcialmente reducida y derivatizada (3D7*) y de la IgM sin tratar (3D7) frente a
his-p19 (100uL/pocillo con 5pg/mL).Se observa que la sefial es mayor en el caso del 3D7*. Se representa en rojo el Desvio Estandar

de las muestras.



Figura 46: Western Blot para evaluar el 3D7*. Membrana de transferencia de un SDS-PAGE 12%. a) carril con his-p19 (10ug) ; b)
carril con BSA(10pg). A la izquierda de la figura se muestran los pesos moleculares (kDa) 97 -66-45- 30; 1- Membrana tefiida con
tinta China (PM-peso molecular); 2- Membrana incubada con 0.1pg/mL de 3D7%*; 3- Membrana incubada con suero hiperinmune anti-

Figuras
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1
KDa PM a
97
66 ?
45
30 “‘»‘

b

péptido de ratdn 1/200; 4- Control del conjugado. Se sefiala con una flecha azul la p19.

En esta figura, en las membranas 2 y 3 se aprecia una banda cercana a 30kDa que corresponde a la his-p19, en la membrana 3 también
se observa una banda a 66kDa que corresponde a la BSA. Con esto se confirma que el monoclonal 3D7 reconoce especificamente p19

recombinante.

Figura 47: Purificacion de ARN total de 3D7. Gel de agarosa 1%. Se pueden observar 3 bandas, que como se sefiala en la figura
corresponden a los distintos ARNr. De estos resultados se deduce que el ARN esta parcialmente degradado ya que la relacion de las

primeras dos bandas deberia ser 2:1, como se puede observar que la segunda banda es de mayor intensidad, se estima que hay

degradacion.

ARNr28s

ARNr18s

ARNr 5s;5.5s; ARNt
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CLUSTAL I (1.83) multiple sequence alignment

GAGAGT CAGTCCTTCCCAAATIGTCTTCOCCCTCOTOTCCTOOGAGAGCCCCCTGTICTGAT
GAGAGT CAGTCCTTCCCARATIGTCT TCOCCCTCOTOTCCTOIGAGAGCCCCCTGTETGAT
GAGAGT CAGTCCTTCCCAAATIGTCTTCCCCCTCGTOTCCTGCGAGAGCCCCCTGTICTGAT
GAGAGT CAGTCCTTCCCAAATIGTCTTCOCCCTCOTOTCCTOOGAGAGCCCCCTGTICTGAT
GAGAGT CAGTCCTTCCCARATIGTCT TCOCCCTCOTOTCCTOIGAGAGCCCCCTGTETGAT
GAGAGT CAGTCCTTCCCAAATIGTCTTCOCCCTCGTOTCCTGCGAGAGCCCCCTGTICTGAT

0o ohe ofe ohC R O o0 oS OB DR o o o0 o0 oR 0 e o o o ok R0 0 o o ode e ol 0 o e o ol ol R0 0 0 o o ol SRR DD S o o o TR R e o o o e

AAGAATCTGETGGCCATEOECTECCTGECCCGEGACTTCCTGCCCAGCACCATTTOCTTC
AAGAATCTGGTGGCCATGOGCTECC TG CCGEGACTTCCTOCCCAGCACCATTTOCTTC
AAGAATCTGGTGECCATEOOCTOCCTORCCCGEGACTTCCTOCCCAGCACCATTTOCTTC
AAGAATCTGETGGCCATEOECTECCTGECCCGEGACTTCCTGCCCAGCACCATTTOCTTC
AAGAATCTGGTGGCCATGOGCTECC TG CCGEGACTTCCTOCCCAGCACCATTTOCTTC
AAGAATCTGGETEECCATGOECTECCTGECCCGEGACTTCCTGCCCAGCACCATTTOCTTC

T R T T R T TR R S TP LR TR S U R LR TR S T R G TR e L

ACCTGGAACTACCAGAACAACACTGAAGTCATCCAGGOTATCAGAACCTTCCCAACACTG
ACCTEOAACTACCAGAACAACACTGAAGTCATCCAGGATATCAGAACCTTCCCAACACTG
ACCTGOAACTACCAGAACAACACTOAAGTCATCCAGGOTATCAGAACCTTCCCAACACTG
ACCTGGAACTACCAGAACAACACTGAAGTCATCCAGGOTATCAGAACCTTCCCAACACTG
ACCTEOAACTACCAGAACAACACTGAAGTCATCCAGGATATCAGAACCTTCCCAACACTG
ACCTGOAACTACCAGAACAACACTOAAGTCATCCAGGOTATCAGAACCTTCCCAACACTG

EdkkkkkEddkkkeRdekkk e e kkk et hkhkkEt e kkhk ke e dkk ke Edkkk R Edkkk

B cLustaL w (1.83) multiple sequence alignment

- - -ACTEAAATGGAGCCCTTCCTTOTTACTTCATACCATCCTCTGTGCTTCCTTCCTCAG
TACACTGAAATGGAGCCCTTCCTTOTTACTTCATACCATCCTCTGTGCTTCCTTCCTCAG
- - -ACTEAAATGGAGCCCTTCCTTOTTACTTCATACCATCCTCTGTGCTTCCTTCCTCAG
- - -ACTEAAATGGAGCCCTTCCTTOTTACTTCATACCATCCTCTGTGCTTCCTTCCTCAG
- - -ACTEAAATGGAGCCCTTCCTTGTTACTTCATACCATCCTCTGTGCTTCCTTCCTCAG

B T T e e LT kT e S

GEGCTOATGCTGCACCACTOTATCCATCTTCCCACCATCCAGTRAGCAGT TAACATCTGE
GEGCTOATGCTGCCCAACTETATC ATCTTCCCACCATCCAGTRAGCAGTTAACATCTGE
GOOCTEATOCTGCACCACTOTATCCATCTTCCCACCATCCAGTRAGCAGT TAACATCTGE
GEGCTOATGCTGCACCACTOTATCCATCTTCCCACCATCCAGTRAGCAGT TAACATCTGE
GEOCTOATGCTGCACCACTOTATCCATCTTCCCACCATCCAGTRAGCAGTTAACATCTGE

Eokcekokok m ok k k& ook ok o o o ok [ o o o o ok ok oo ok o o ok oo sbe ke o o s ok ok o o o o ok ok ok R o o ke ok

AGOTECCTCAGTCOTATGCTTCTIGAACAACTCTACCCCAGAGACATCAATGTCAAGTGE
AGOTECCTCAGTCOTATGCTTCTIGAACACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGE
AGOTECCTCAGTCGTATGCTTCTIGAACAACTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGE
AGOTECCTCAGTCOTOTGCTTCTIGAACAACTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTOR
AGOTECCTCAGTCOTATGCTTCTIGAACAACTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGE

EdkckhkbkkEdkkk ks dkkkhk ek EkkkEE kkEEEkkkk FkkkkdddEdhhkhkERdEdkkk

Figura 48: Alineacion de las secuencias constantes 1y x murinas. Resultados de la alineacidn de las secuencias constantes murinas

de la cadena p y x usando el programa Clustal W (http://embnet.vital-it.ch/software/ClustalW.html/). A- Secuencias de la cadena y; B

- Secuencias de la cadena k. En rojo y en azul se sefiala las regiones de donde se disefiaron los cebadores.
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Figura 49: Amplificacion de las cadenas Vu y Vk murinas por PCR. Gel de agarosa 1.5%. 1-Marcador de tamafio (pb); 2-

Amplificacion de la cadena VL murina con los cebadores sentido AAP y antisentido MIgMR N; 3- Amplificacion de la cadena Vk

murina con los cebadores sentido AAP y antisentido MCKR N.

Se puede observar en el carril 2 una banda aproximada a 500pb que corresponde a la region Vu y en carril 3 una banda aproximada a

500pb que corresponde a la regién V.
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>ma
ataatgtcactgttctcactacagttactgagcacacagacctcaccatgggatggagot
ctatcatcctettottggtagraacagcetacaggtgtccactcccagytocaactgcage
agCcctgggtctgtgctggtgaggcctggagottcagigaagctgtoctgraaggctiotyg
gctacaccttcaccagctootggatgcactggycgaagragaggcctggacaaggocctty
agtggattggagagattcatcctaatagtggtaatactaactacaatgagaagttcaagg
gcaaggccacactgactgtagacacatcctocagoacagectacgtggatetcageagee
tgacatctgaggactectgcggtectattactgtgcaaatggttactttgactactggggce
aaggcaccactctcacagtotocteag

. Traslate Tool (http://www.expasy.org)

53 Frame 3

MetGWSSIILFLVATATGVHESQVQLQQAPGSVLVRP
GASVKLSCKASGYTFTSSWMetHWAKQRPGQGLE
WIGEIHPNSGNTNYNEKFKGKATLTVDTSSSTAYV
DLSSLTSEDSAVYYCANGYFDYWGQGTTLTVSS

‘ SignalP 4.0 Server
(http://www.expasy.org)

MGWSSIHLFLVATATGVHSQVAQLQQAPGSVLVRPGAS
VKLSCKASGYTFTSSWMHWAKQRPGQGLEWIGEIH
PNSGNTNYNEKFKGKATLTVDTSSSTAYVDLSSLTS
EDSAVYYCANGYFDYWGQGTTLTVSS

IMGT/V-QUEST
(http://www.imgt.org)

atgggatggagctctatcatecteotteottggtagecaacagetacaggtgteocacteccag
M 6 w s 5 1 I L F L Vv A T A T G WV H 5 ©Q
gteocaactgcagecagectgggtetgtgetggtgaggectggagettecagtgaagetgteo
v ¢ L ¢ @ P G 5 VvV L VvV R P G A 5 WV E L 8

tgcaaggcttCt_atgcactgggcgaagcagaggcct

c K A 5 G ¥ T F T W M H W A KE @ R P
ggacaaggccttgagtggattggagag_aactacaat
G @ 6 L E W I G E F N 5 G N T N ¥ N

gagaagttcaagggcaagg-::ca-::actga-::tgtagaCacatCctccagcacagcctacgtg
E K F K 6 £E A T L T Vv D T 5 5 5 T A Y V
gatctcageagectgacatctgaggactetgeggtetattactgtfiioatEEEEEE
o0 . s s L T s E D 5 A Vv ¥ ¥ C A N G ¥ F
-tggggccaaggcaccactctcacagtctcctca
D Y w 6 g 6 T T L T VvV S S

Figura 50: Analisis informatico de la cadena V del 3D7. Se utilizaron para el analisis los programas: Translate Tool, SignalP 4.0

(http://www.expasy.org/), IMGT/V-QUEST (http://www.imgt.org). En rojo se sefiala el péptido sefial (Letra) y el CDR1; CDR2;

CDR3 (resaltado) respectivamente.


http://www.expasy.org/
http://imgt.org/IMGT_vquest/share/textes/imgtvquest.html
http://www.imgt.org/
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>kappa
atgatgtcctcoctgoctecagttococttggtetoctgttgetetgttttecaaggtaccagatgt
gatatccagatgacacagactacatcctoococtgtoctgectototgggagacagagtcace
atcagttgcagtgcaagtcagggcattagcaattatttaaactgytatcagcagaaacca
gatggaactgttaaactcctgatctattacacatcaagtttacactcaggagtcccatea
aggttcagtggcagtgggtocigggacagattattctectcaccatcagcaaccggaacect
gaagatattgccacttactattgtcageagtatagtaagottoccattecacgtieggecteg
gggacasagttggaaataaaacgggctgatgctgcaccaactgtatee

Traslate Toel (http://www.expasy.org)

5'3' Frame 1
MetMetSSAQFLGLLLLCFQGTRCDIQMetTQT
TSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQ
KPDGTVKLLIYYTSSLHSGVPSRFSGSGSGT
DYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPFTFGSG
TKLEIKRADAAPTVS

SignalP 4.0 Server
(http://www.expasy.org)

MMSSAQFIGILIIICFOQGTRCDIOMTIQTTSSLSAS
LGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQKPDGTWVKLLIY
¥Y¥TSSLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLERPEDIA
TYYCQQYSKLPFTFGSGTKLEIKRADAAPTVS

IMGT/V-QUEST
(http://www.imgt.org)

atgatgtcctctgectecagttecttggtectecctgttgetetgttttcaaggtaccagatgt
MM s §s 2 g F L G L L L L C F g G T R C
gatatccagatgacacagactacatecctcectgtectgectetetgggagacagagtcace
pr I ¢ M T g TT S S L § A S L G D R WV T
atcaqttgcagtgcaagt_ttaaactggtatcagcagaaacca
I §s ¢ 5 A 5 @ G I 58 N ¥ L N W ¥ Q@ @ K F
gatggaactgttaaactcctgatctat| M=ot ttacactcaggagteccatea
p ¢ T VvV K L L I Y ¥ T 8§ 8§ L H 5 G V P 8
aggttcagtggcagtgggtctgggacagattattctctcaccatcagcaacctggaacct
R F 5 6 §8 6 § & T DY S5 L T I 5 N L E P
gaagatattqccacttactattgt_ttcggcth
E D I A T Y ¥ C @ @ Y 5 K L P F T F G 5
gggacaaagttggaaataaaacgggctgatgectgcaccaactgtatece

& T K L E I K R A D A A P T WV 5

Figura 51: Analisis informatico de la cadena k variable del 3D7. Se utilizaron para el andlisis los programas: Translate Tool, SignalP
4.0 (http://lwww.expasy.org/), IMGT/V-QUEST (http://www.imgt.org). En rojo se sefiala el péptido sefial (Letra) y el CDR1; CDR2;

CDR3 (resaltado) respectivamente.


http://www.expasy.org/
http://imgt.org/IMGT_vquest/share/textes/imgtvquest.html
http://www.imgt.org/

Figuras | 92

GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

800 NN 1500 <=
: 1000
600 -
400 500 400
250

Eigura 52: Obtencion de la cadena quimérica p-y por PCR de extensidn por sobreposicion. Geles de agarosa 1 %. 1-Marcador de
tamafio (pb); 2- Amplificado de la cadena Vu murina con los cebadores sentido VmuMF y antisentido FusVmuM/CgHR; 3-
Amplificado de la cadena constante y humana con los cebadores sentido FusVmuM/CgHF y antisentido Cg1HR;. 4- Amplificado de
la PCR de extensidn por sobreposicion para generar la cadena quimérica pi- y con los cebadores sentido VmuMF y antisentido Cg1HR.
Se puede observar en el carril 2 una banda a 400pb aproximadamente que corresponde a la region Vi (PM = 404pb), en carril 3 una
banda a 750pb aproximadamente que corresponde a la region constante y (PM = 753pb) y en el carril 4 se observa una banda entre
1000-1500pb (sefialada con una flecha azul) que corresponde a la cadena quimérica. Las bandas que aparecen de menor tamafio son

productos inespecificos de la reaccién.

Figura 53: PCR de colonia para evaluar los transformantes 1 2 3 4 5' ? 7 8
pcDNA3.1(-)/p-y. Gel de agarosa 1%. 1-Marcador de tamafio o]
(pb); 2 al 16- Distintos clones; 17- Control negativo. ,
Amplificados de la cadena quimérica p-y con los cebadores
sentido VmuMF y antisentido Cg1HR,; en los carriles 5, 6, 11 1222 it : U ‘
y 13 se puede observar una banda entre 1000-1500pb que
corresponde a la secuencia quimérica -y. - - ” . o~
4
1 9 10 11 12 13 14 15 16 17
TS0 -/ —
1000 ~rt
- -
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Figura 54: Digestion de pcDNA3.1(-)/pu-ycon Nhel y BamHI. Gel de agarosa 1 2

1%. 1- Marcadores de tamafio (pb); 2- Plasmido pcDNA 3.1 (-)/u-y de 1 clon

digerido con Nhel y BamHI. Se observa una banda entre 1000-1500pb que !

corresponde a la secuencia quimérica p-y y una banda cercana a 6000pb que =

corresponde al plasmido pcDNA3.1 linealizado. 6000 I w
3000 W
1500
1000

9]

C-ATq GATGGAGCTCTATCATCCTICTICTTGGTAGCAACAGCTACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAACTGC
GCAGCCTGGGTCTGTGCTGETGAGGCCTGGAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACCTTCA
CAGCTCCTGGATGCACTGGGCGAAGCAGAGGCCTGGACAAGGCCTTGAGTGGATTGGAGAGATTCATCCTAATA
TGETAATACTAACTACAATGAGRAAGTTCAAGGGCAAGGCCACACTGACTGTAGACACATCCTCCAGCACAGCCT
CGTGGATCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCARATGGTTACTTTGACTACTGGE
GCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCACAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACT
TCTGGGGGECACAGCGGECCC CTGETCRAGGACTACTTCCCCGRAACCGGETGACGGTGTCGTGGARCTCA
GGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGETG
C CC C C.

S

1 Q

[N

(&)
G

b

)

GTGACCGTGACCTCCAGCAACTTCGGCACCCAGA
AGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCA
GGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC C
AMAACCAAAGGGCAGCCCCGAGRACCACAGGETGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACCTGCCTGGTCARAGGCTTCTACCCCAG CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGE
AGAACAACTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACAC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA

Q Q
7]
=
H

AGCCCCCATCGAGAAANCCATCTCCA

Figura 55: Resultado de la secuenciacion de pcDNA3.1(-)/u-y. En letra azul se indica la region V; en letra negra se indica la region
constante v; resaltado con rojo se indica la secuencia Kozak y en cursiva y negrita se indica la secuencia correspondiente al péptido
sefal.

Se verifica que la secuencia corresponde a la secuencia quimérica p-y.
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Figura 56: Obtencién de la cadena quimérica k& por PCR de extension por sobreposicion. Geles de agarosa 1 %. 1-Marcador de
tamafio (pb); 2- Amplificado de la cadena Vx murina con los cebadores sentido VKMF y antisentido FusVkM/CkHR; 3- Amplificado
de la cadena constante k humana con los cebadores sentido FusVkM/CkHF y antisentido CkHR. 4-Amplificado de la PCR de extensién
por sobreposicion para generar la cadena quimérica x-x con los cebadores sentido FusVKM/CKHF y antisentido CKHR. Se puede
observar en el carril 2 una banda a 400pb aproximadamente que corresponde a la region Vk (PM = 411pb), en carril 3 una banda a
400pb aproximadamente (PM = 321pb) que corresponde a la regidn constante k y en el carril 4 una banda cercana a 750pb (sefialada
con una flecha azul) que corresponde a la cadena quimérica (PM = 733pb). La banda que aparece de menor tamafio es un producto

inespecifico de la reaccion.

1 2 3

!UUU
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Figura 57: Digestion de 3 clones pSecTag2B/k-k con Nhel y BamHI. Gel de agarosa 1%. 1- Marcadores de tamafio (pb); 2- 3- 4-
plasmidos pSecTag2B/k-k de tres clones diferentes digeridos con Nhel y BamHI. Se observa una banda cercana a 750pb que

corresponde a la secuencia quimérica x-x y una banda de alto tamafio que corresponde al plasmido pSecTag2B linealizado.
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-Arsl TETCCTCTGCTCAGT TCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTTCAAGGTACCAGATGTGATATC
CAGATGACACAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCTGGEAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGTGCA
AGTCAGGGCATTAGCAATTATTTAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACTGTTARACTCCTGATC
TATTACACATCAAGT TTACACTCAGGAGTCCCATCARAGGTTCAGTGEGCAGTGGGTCTGGGACAGATTAT
TCTCTCACCATCAGCAACCTGGAACCTGAAGATATTGCCACTTACTATTGTCAGCAGTATAGTARGCTT
CCATTCACGTTCGGCTCGGGEACARAGTTGGARATAAAACGGGCTGATGC TGCACCAACTGTATCCACT
GTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGARATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATARCGCCCTCCAR
TCGEETAACTCCCAGGAGAGTETCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACT
CTGACGCTGAGCARAGCAGACTACGAGAAACACARAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTG
AGCTCGCCCGTCACARAGAGCTTCARCAGGGGAGAGTGTTGA

constante «; resaltado en rojo se indica la secuencia Kozak y en cursiva y negrita se indica el péptido sefial.

Se verifica que la secuencia corresponde a la secuencia quimérica k-k.

Figura 59: Western Blot para evaluar la producciéon del
Quimérico. Membrana de la transferencia de un SDS-PAGE 8%. A la

Figura 58: Resultado de la secuenciacion de pSecTag2B/k-k. En letra azul- se indica la regién V; en letra negra se indica la regién

IgG humana:FA. En la membrana 2 se aprecia una banda mayor a

Se sefiala con una flecha azul la banda correspondiente al anticuerpo

1 2
220 izquierda de la figura se muestran los pesos moleculares (kDa); 1-
) Control del conjugado; 2- Membrana incubada con el conjugado anti
116 116kDa y menor a 170kDa que corresponde al anticuerpo quimérico
(150kDa).
quimérico.
76
53

Ac
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o

45

Figura 60: Evaluacion del Ac Quimérico. SDS-PAGE 12% tefiido con Coomassie R-250. 1- PM (kDa) 97 -66-45- 30- 20; A2- Ac

quimérico reducido con DTT; B3- Ac quimérico sonicado y reducido con DTT.

En la figura se observa que el anticuerpo sélo se reduce en su totalidad cuando se le realiza un paso previo de sonicacién (carril B3).

234

Figura 61: Western Blot para evaluar el reconocimiento de la p19 recombinante por el Ac
Quimérico. Membrana de la transferencia de un SDS-PAGE 12% , la muestra es toda la
mezcla de induccion del plasmido pGEX2T/p19. A la izquierda de la figura se muestran los
pesos moleculares (kDa) 97 -66-45- 30; 1- Membrana tefiida con tinta China (PM-peso
molecular); 2- Membrana incubada con 0.1 pg/mL de 3D7*; 3- Membrana incubada con 0.1
png/mL de Ac Quimérico; 4- Control del conjugado. Se sefiala con una flecha azul la GST-
p19.

En esta figura, en las membranas 2 y 3 se aprecia una banda cercana a 45kDa que corresponde
alaGST-pl9, el Ac quimérico presenta la misma banda que el 3D7* (2), con esto se confirma
que el Ac quimérico reconoce especificamente p19 recombinante.
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Figura 62: Inmunocromatografia para evaluar la reactividad del Ac quimérico frente a
la IL-23.

3 Membrana 1: Sensibilizada con 1ug de BSA.

Membrana 2: Sensibilizada con 1pug de IL-23 recombinante.

En los dos ensayos se coloc6 100ul del conjugado Ac quimérico:Au en el pocillo de muestra
del dispositivo plastico de la inmunocromatografia.
Se observa una sefial positiva en 2 (Se sefiala con una flecha azul), no asi en 1, evidenciando

<= que el quimérico reconoce la IL23 recombinante.
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Figura 63: Graficos con los resultados del ELISA competitivo para 3D7* y el Ac Quimérico. La placa de ELISA se sensibilizé con
100pL/pocillo de 5ug/mL de his-p19. Antes de sembrar la dilucién del Ac Quimérico y del 3D7* se pre incubaron con his-p19 en
distintas concentraciones.

A-El gréfico presenta los resultados de % DO/DOO en funcién de los ng de p19; B- El grafico presenta los resultados de v/a en funcion
de v (Definidas segun el método de Friguet y aplicando la ecuacion de Scarchard). Se representa como | el Desvio Estandar de las
muestras (A).

v- Fraccion de Ac unido

a- Concentracion de antigeno libre en el equilibrio
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CONCLUSIONES

En los dltimos afios, los anticuerpos han emergido como farmacos para terapias frente a
distintas enfermedades, fundamentalmente para enfermedades autoinmunes y cancer?.
La estrategia mas sencilla de obtener un anticuerpo terapéutico es la utilizacion de un anticuerpo
monoclonal de ratdn. Sin embargo esta estrategia se ve limitada por el bajo éxito clinico de los
mismos, debido a que no hay una correcta interaccion de la region Fc del mAc con los receptores y
proteinas efectoras y a la altainmunogenicidad cuando son administrados en humanos®. Estas Gltimas
limitaciones pueden superarse con la quimerizacion o la humanizacion del anticuerpo de raton.?
En esta tesis se generé un Ac quimerico anti-1L-23. Se seleccion este blanco por su rol patogénico
en distintas enfermedades autoinmunes®®; suprimiendo la actividad de esta proteina en pacientes
afectados, se reduciria la produccion de IL-17 y otras citoquinas proinflamatorias sujetas a la via
dependiente de 1L-17, eliminando o disminuyendo los sintomas de la enfermedad*. Hoy en dia, se
cuentan con estudios que demuestran la eficacia clinica de la terapia de anticuerpos terapéuticos
contra 1L-2359
Se utilizo la siguiente estrategia: primero se generd un péptido sintético de la proteina p19, que es
una de las subunidades del dimero de la IL-23 junto a la p408°, se investig6 la inmunizacion de ratones
con un péptido sintético para obtener un mAc. Después de la generacion de un hibridoma secretor de
mAC reactivo contra la proteina recombinante p19, se uso el clon 3D7 secretor de la subclase IgM
para generar las cadenas quiméricas. El anticuerpo quimérico se cred usando dos plasmidos de
expresion eucariotas que llevaban: uno una construccion quimérica de cadena liviana y el otro la
construccién quimérica de cadena pesada. La expresion del anticuerpo quimérico se realizd co-

transfectando células CHO-K1 con ambos plasmidos

Se realiz6 un estudio tedrico de la p19 para a poder seleccionar un péptido que teéricamente
esté expuesto en la superficie de la misma, con la finalidad de usarlo como epitope. El péptido
sintetizado se conjugd a dos proteinas portadoras y a un polimero sintético, para poder generar y
evaluar la produccion de anticuerpos monoclonales de raton frente al mismo. Con esta estrategia se
logro obtener una buena respuesta inmune frente al hapteno.

Una vez seleccionado el monoclonal por su reconocimiento de la proteina recombinante his-
p19, partiendo del ARNm del hibridoma se amplificaron las secuencias de las respectivas regiones
variables codificantes de la cadena H y de la cadena L de la Ig. Paralelamente, las regiones constantes

de IgG1l humana se amplificaron partiendo de las secuencias previamente clonadas por Patricia
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Langjahr (Universidad de Chile). Usando la estrategia de PCR de extension por sobreposicion se
generaron las cadenas quiméricas u—y y k—«, cada una de las cuales fue clonada en un plasmido de
expresion eucariota.

La produccion del Ac quimérico se realizé en células CHO-K1, que fueron co-transfectadas con
ambos plasmidos. Se evaluo la expresion soluble del mismo en el medio de cultivo, mediante técnicas
como ELISA y Wetern Blot y se purifico por afinidad con proteina G. Se comprobd que el mismo
reconoce la p19 y la IL-23, y que la produccion en las condiciones de laboratorio es de 8 ug/mL. La
Ka del Ac quimérico obtenido frente a la p19 recombinante no es alta (en el orden de 10° M), estando
en el limite inferior de lo esperable para los anticuerpos, si bien éste valor es congruente, ya que se
partié de un monoclonal de clase IgM. Dicha afinidad, podria mejorarse realizando una maduracién
de la afinidad in-vitro, para lo cual existen varias estrategias (informaticas, y demas) para tener una
aproximacion de las mutaciones que se pueden llevar a cabo, las cuales tedricamente mejoren la
afinidad del anticuerpo.

Comprobada la especificidad del Ac valdria decir que el mismo podria llegar a tener una aplicacion

terapéutica, pero siempre tendria que tener una mejora en la afinidad.

Un aspecto muy importante, el cual fue la principal motivacion de la eleccion del tema de la
tesis, es que con el desarrollo de la misma se generd en nuestro laboratorio la experiencia en la
generacidn y produccion a pequefia escala de Ac quiméricos, asi como la utilizacion de haptenos para

la obtencién de los mismos.
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ANEXO |

PROTOCOLOS GENERALES

A) Preparacién de Células Competentes con CaCl»

Se cultivan las células o/n en 10mL de medio LB (Sigma, USA), con agitacién orbital a 200rpm 37°C
(Incubator Shaker LOM-150/150-2/150D, mrc). El cultivo se expande en 100mL con LB/antibidtico,
y se cultiva en las mismas condiciones hasta tener una lectura de DOgoonm < 0.4 (crecimiento de
células viables no mayor a 10%células/mL para E. coli) (UV/visible Spectrophotometer Utrospec.
3100pro, Amersham Biosciences). El mismo, se centrifuga a 4000g 10min 4°C (Sigma 3-30K, USA),
el boton celular se resuspende en 50mL de CaCl> 100mM (Sigma, USA) y se incuba 10 min en hielo.
Las células se recuperan mediante centrifugacion a 4000g 10min 4°C y se resuspenden en 30mL de
CaCl, 100mM mezclando suavemente, posteriormente se centrifugan a 4000g 10min 4°C. El botdn
celular se retoma en 4mL de CaCl> 100mM. Las células competentes se fraccionan en alicuotas de a
200pL y se guardan a -80°C con 20% de Glicerol (Sigma, USA)™.

B) Digestion con enzimas de restriccion

La digestion de plasmido o inserto con enzima de restriccion se realiza segun las especificaciones del
proveedor (Fermentas, USA).

Digestion con:

-EcoRlI 1h a 37°C, inactivando la enzima 15min a 65°C; (1 unidad de EcoR 1/0.1ug de ADN)

- Notl: 1h a 37°C, inactivando la enzima 20min a 80°C; (10 unidad de Not | /1ug de ADN)

-HindlIll: 1h a 37°C, inactivando la enzima 20min a 80°C; (20 unidad de Hind 111 /1pg de ADN)
-Nhel: 1h a 37°C, inactivando la enzima 15min a 65°C; (10 unidad de Nhel /1ug de ADN)

-BamHI: 1h a 37°C, inactivando la enzima 15min a 80°C; (20 unidad de BamHI /1jug de ADN)
-Sall: 1h a 37°C, inactivando la enzima 20min a 65°C; (20 unidad de Sal I /1pug de ADN)

-Smal:1h a 25°C, inactivando la enzima 20min a 65°C; (40 unidad de Smal /1ug de ADN)

Al realizar digestion con dos enzimas, si son compatibles los tampones de digestion y las

temperaturas, la reaccion se realiza con ambas enzimas simultaneamente.

101



Anexo |
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

C) Anélisis de muestras de ADN y ARN por electroforesis

El analisis de ADN y ARN se lleva a cabo en un gel de agarosa (entre 0.8 y 2% segun corresponda)
en TAE (Tris 40mM; Acido acético 20mM; EDTA 1mM) con BrEt (Invitrogen, USA) a 100v 15-
20min (Gel electrophoresis apparatus, Cleaver Scientific Ltd) (Electroforesis Power Supply EPS 301,
Amersham). Las bandas resultantes se observan bajo luz ultravioleta (UV Transilluminator, Cleaver
Scientific Ltd).

D) Desfosforilacion de ADN

La desfosforilacion se realiza usando una relacion de 1 unidad de Fosfatasa Alcalina (Sigma, USA)

cada 100pmoles de plasmido, se incuba 30min a 37°C, inactivando la enzima a 65°C 20 min.

E) Ligacion de ADN

La ligacion inserto-plasmido se lleva a cabo con la ligasa T4 (Sigma, USA) segun especificaciones
del proveedor. Se usa una relacion pmol end inserto: plasmido; 3:1 y/o 6:1, o/n a 16°C (Thermomixer
Comfort, Eppendorf), la enzima se inactiva a 65°C 20min. Con la mezcla de ligacion (5-7uL), se

transforman células competentes por choque térmico .

F) Transformacion de células competentes por choque térmico

A 200uL de suspension de células competentes se les agrega 1uL de plasmido o 7uL mezcla
de ligacion (calculando 10° a 10° transformantes/microgramo de ADN circular), la mezcla se incuba
30min en hielo. Posteriormente, se le realiza un choque térmico, colocando la suspension celular a
42°C 1 min e inmediatamente se pasa a hielo durante 2 min. Seguidamente, se adiciona 800uL de
SOC % (LB + 20mM de glucosa) y se incuba 1h a 37°C a 250rpm de agitacion (Thermomixer
Comfort, Eppendorf). Por ultimo, se plaquean las células en LB agar/antibiético, calculando el
volumen para obtener de a 10 a 100 colonias por placa’®. Se obtiene una eficiencia de transformacion
aproximada de 4x10° CFU/ug.

102



Anexo |
GENERACION DE UN ANTICUERPO QUIMERICO ANTI-IL-23

G) PCR de Colonia

G1) La colonia crecida en el LB-agar/antibidtico, se expande con el ansa en otra placa de LB-
agar/antibidtico, seguidamente el ansa se sumerge en un tubo de centrifuga de 1mL con 10pL de agua
libre de nucleasas, se calienta a 100°C durante 10min. Posteriormente, el tubo se centrifuga a 60009
0.5min. Para la reaccion de PCR (Mastercycle gradient, Eppendorf) se utiliza 1L de esta suspension
cada 9uL de mezcla de PCR.

G2) Mezcla de reaccion de PCR:

ADN- 1-100ng

dNTPs- 0.2mM de cada uno

Taq (Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase) (Thermo, USA)- 2.5unidades
Cebador Sentido- 0.25uM

Cebador antisentido- 0.25uM

Tampdn 10X (200mM Tris-HCI pH8.3; 200mMKCI; 50mM (NH4)2SO0g4) - 1X
MgClz- 2mM

Agua libre de nucleasas- 10-25-50 pL c.s.p.

Reaccion:

95°C---5min

95°C---0.5min
Tm (segun el par de cebadores)---0.5min 30ciclos
72°C---1min/Kb

72°C---10min

H) Analisis de muestras de proteinas por electroforesis

Para el analisis de las proteinas de acuerdo a su movilidad electroforética, se trabaja con geles de
poliacrilamida-bisacrilamida entre 8 a 15% segun corresponde, se corren a 25mA voltaje maximo
(Electroforesis Power Supply EPS 301, Amersham). Las proteinas se visualizan tifiendo el gel con
Commassie R-250 (Sigma, USA) "8
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1) Medida de concentracién de ADN y ARN

La concentracién de acidos nucleicos se determina midiendo la DO de la muestra a 260nm’*. La
interferencia de contaminantes se calcula con el cociente DO260nm/D0O280nm. Los cocientes
respectivos del ADN y el ARN puros son aproximadamente de 1.7 y 1.9.

J) Western Blot

Se corren 10ug de muestra por pocillo en un gel de poliacrilamida-bisacrilamida entre 8 a 15% segun
corresponde, a 25mA voltaje méaximo (Electroforesis Power Supply EPS 301, Amersham).
Terminada la corrida, las proteinas del gel se transfieren a una membrana Hybond-C Extra,
Nitrocellulose (Amersham, USA) en una cuba de transferencia semi-himeda (Semi-Phor TE70,
Hoefer Scientific Instruments, USA) a 100v durante 45min. La membrana se bloquea con PBS-T 20
1% 1h a 37°C, luego se realizan 3 lavados de 5min con PBS-T20 0.05%. Una tira de la membrana se
incuba con una dilucién 1/100-1/200 del anticuerpo a evaluar en PBS-T 20 0.1%, 1h a 37°C, otra se
usa como control del conjugado, incubandola sélo con diluyente. Se lavan como se describe arriba y
se incuban con el conjugado:FA en una dilucion 1/2000-1/8000. Se revela con el sustrato

NBT/BCIP*, la reaccion se detiene con agua ®.

* 10mL de tampon Carbonato de Sodio pH 9.8 (Na2COz 0.1M; MgCl>  1mM pH9.8)
35ul de BCIP 50mg/mL en DMF 100%
66l de NBT 50mg/mL en DMF 70%

K) Dot Blot

Se sensibilizan 3 tiras de membrana Hybond-C Extra, Nitrocellulose (Amersham, USA) con
concentraciones decrecientes de proteina o0 con una concentracion a eleccion, durante 10min. Las
mismas se bloguean con PBS-T 20 1% 1h a 37°C, luego se les realizan 3 lavados de 5min con PBS-
T20 0.05%. Una de las membranas se incuba con el suero hiperinmune en una dilucién 1/200 en PBS-
T 200.1%, 1h a 37°C, repitiendo lo mismo con el suero preinmune. Paralelamente, la tercer membrana
se usa como control del conjugado, incubandola sélo con diluyente. Se lavan como se describe arriba
y se incuban con el conjugado:FA en una dilucion 1/2000-1/8000. Se revela con el sustrato

NBT/BCIP*, la reaccion se detiene con agua’®.
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L) ELISA

La placa de ELISA (Nunc, Nalgene) se sensibiliza con 100ul por pocillo de una solucion 5pg/ml de
proteina, o/n a 4°C. Lo sitios libres en los pocillos se bloguean con PBS-T 20 1% 2h a 37°C,
posteriormente se realizan 3 lavados de 5min c/u con PBS-T20 0.05%. Los sueros se incuban en una
dilucién entre 1/250-1/2000 en PBS-T 20 0.1%, 1h a 37°C (por triplicado). Se lava como se describe
arriba y se incuba el conjugado:PO en una dilucion 1/5000. Se lava nuevamente y se revela con el
sustrato TMB* (PIERCE, USA), 20min. La reaccién se frena con H2SO4 2N y se mide a 450nm
(Thermo / LabSystems Multiskan EX Microplate Reader).

*200ul de TMB 6mg/mL en DMSO
12.5mL de Tampédn Citrato/Fosfato pH5
5ul de H202 33%

M) Kits

-Isolate Plasmid Mini Kit, Bioline: Extraccion de plasmidos.

-Isolate PCR and Gel Kit, Bioline: Extraccion de plasmidos, producto de digestion, de PCR a partir
de gel de agarosa y eliminacién de enzima, cambio de tamp6n a los productos de PCR.

-Topo TA Cloning, Invitrogen: Clonacion de productos de PCR para usos posteriores.

- 5’"RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0, Invitrogen: Amplificacion

de secuencias desconocidas.

N) Servicios contratados

-Secuenciacion nucleotidica - Servicio de Macrogen (http://www.macrogen.com/eng)
-ldentificacion de proteinas- Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Instituto Pasteur de
Montevideo (http://www.pasteur.edu.uy/).

- HPLC MS/MS- Area de Bioanalitica, Instituto Polo Tecnolégico de Pando.
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