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Resumen

El supresor de la activacion de células T con dominio variable de inmunoglobulina (VISTA)
es un miembro recientemente descrito de la familia de ligandos inmunorreguladores B7 que
se expresa preferentemente en la superficie de linfocitos T y células presentadoras de
antigenos (APCs). Es una glicoproteina coinhibidora capaz de atenuar la respuesta inmune
mediada por linfocitos T activados cuando interacciona con un receptor que se desconoce.
Esta actividad convierte a VISTA en una diana terapéutica potencial en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, el rechazo de los trasplantes y el desarrollo de inmunoterapias
frente al céncer. En este trabajo, se han disefiado dos proteinas de fusion recombinantes
constituidas por la region extracelular de VISTA y dos tags destinados a permitir su
deteccion, un epitopo y el péptido aceptor de biotina AviTag. Para cumplir este objetivo, se
expreso de forma transitoria cada construccion quimérica junto a un vector que codifica para
la biotina ligasa de E. coli (BirA) en células HEK-293T mediante cotransfeccion celular. Se
confirmd la expresion de ambas proteinas recombinantes biotiniladas mediante deteccion
directa con estreptavidina-HRPO. El desarrollo de estas herramientas moleculares permitira
realizar futuros ensayos para aislar, purificar y finalmente identificar el receptor de VISTA.

Palabras clave: coinhibicion, epitopo FLAG, familia B7, linfocito T, péptido AviTag,
VISTA murino (PD-1H).

Abstract

V-domain Ig suppressor of T cell activation (VISTA) is a recently described member of the
B7 family of immune-regulatory ligands, which is preferentially expressed on the surface of T
lymphocytes and antigen-presenting cells (APCs). It is a coinhibitory glycoprotein capable of
attenuating the activated T cell-mediated immune responses through the interaction with a
receptor that remains unknown. This functional activity turns VISTA into a potential
therapeutic target for the treatment of autoimmune diseases, transplant rejection and the
development of cancer immunotherapies. In this work, two recombinant fusion proteins
composed of the extracellular region of VISTA flanked by two tags was designed: an epitope
and the biotin acceptor peptide AviTag. These two chimeric recombinant proteins would
allow us the detection and monitoring of protein expression as well as the identification of the
receptor. To achieve this goal, each chimeric genetic construct was transiently expressed
together with a vector encoding E. coli biotin ligase (BirA) in HEK-293-T cells by means of
cellular cotransfection. The expression of both biotinylated recombinant proteins was
followed by direct detection using streptavidin-HRPO. The development of these molecular
tools will allow us to implement experiment approaches to isolate, purify and finally identify
the receptor for VISTA.

Keywords: AviTag peptide, B7 family, coinhibition, FLAG epitope, mouse VISTA (PD-1H),
T lymphocyte.
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1. Introduccion
1.1. Sistema inmune

El sistema inmune constituye una verdadera red de tejidos y distintos tipos celulares
especializados cuya funcionalidad depende en gran medida de las interacciones que se den
entre ellos, bien por contacto directo o indirecto, a través de moléculas como las citoquinas
(Furman y Davis, 2015). Se trata de un conjunto de procesos y estructuras finamente
regulados, cuyo objetivo principal es servir a la defensa del organismo. Mantienen la
homeostasis, actuando frente a sefiales de peligro y agentes tanto internos como externos que
reconocen como extrafios y que pueden ser de naturaleza fisico-quimica o biologica, y
preservan la tolerancia frente a los elementos propios o autoantigenos (Ceeraz et al., 2013).

La inmunidad se divide en dos bloques o ramas principales, el sistema inmune adquirido
(SIA) e innato (SII). En el primero, también denominado adaptativo o especifico, participa un
componente celular, los linfocitos, dentro del cual se distinguen dos poblaciones principales:
los linfocitos T y B. Por otro lado, el sistema cuenta con un componente humoral basado en
los anticuerpos producidos por los propios linfocitos B, y otras moléculas como las
citoquinas. Se trata de una respuesta altamente especializada, relativamente lenta y que
requiere reorganizacion génica. Los primeros indicios de respuestas inmunes adaptativas
dependientes de linfocitos se han encontrado en cicléstomos, una especie de agnatos o peces
sin mandibula, de manera que se estima una antigiiedad evolutiva 300-500 millones de afios
(Flajnik y Kasahara, 2010). EI SII, también conocido como natural o inespecifico, tiene su
origen en la aparicion de organismos pluricelulares hace unos 1000 millones de afios, es decir,
presenta una antigliedad mayor. Al contrario que la respuesta adquirida, la innata constituye
una primera linea de defensa rapida, sin reorganizacion génica y capaz de detectar un amplio
rango de agentes o sefales de peligro (Koenderman et al., 2014). En ella participa una barrera
anatdmica externa constituida piel y mucosas con sus respectivas secreciones, una barrera
celular interna constituida por los fagocitos y las células natural killer (NKs), que cuentan en
su superficie con receptores de tipo Toll (TLRs), y una barrera fisioldgica constituida por
factores fisicos como la temperatura y el pH, y quimicos como defensinas o los interferones

(IFNs) de tipo I.

1.2. Linfocitos T y coseiializacion

Entre los distintos tipos celulares que intervienen en el desarrollo y la regulacion de la

respuesta inmune adquirida, los linfocitos T cuentan con especial relevancia (Ceeraz et al.,



2013). EI control preciso de su actividad durante las fases de iniciacion, diferenciacion y
efectora, resulta esencial para lograr una adecuada defensa del organismo (Parijs y Abbas,
1998). La coestimulacion de las células T es un fenémeno que juega un papel esencial,
promoviendo la inmunidad protectora y evitando la autoinmunidad (Schildberg et al., 2016).
El conocimiento de la coestimulacion ha evolucionado de manera sustancial desde el modelo
de la doble sefial en la activacion linfocitaria propuesto por Lafferty y Cunningham para
explicar la activacion de los linfocitos T maduros que ain no han sido expuestos a ningin
antigeno, también denominados naive (Bretscher y Cohn, 1970; Lafferty y Cunningham,
1975; Cunningham y Lafferty, 1977).

Segiin el modelo mencionado, la respuesta comienza con la activacion mediada por los
receptores de linfocitos T (TCRs), que llevan a cabo el reconocimiento especifico de péptidos
presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC II) localizado en
las células presentadoras de antigenos (APCs). Sin embargo, tanto la magnitud como la
calidad de la respuesta de los linfocitos T depende en ultimo término de una segunda senal, la
coestimulacion, en la cual participan numerosas moléculas simultdneamente (Chen y Flies,
2008; Pardoll, 2012). Si el proceso de activacion carece de esta segunda fase, las células T
entran en un estado de anergia y se vuelven refractarias a la estimulacion antigénica (Kinnear
etal., 2013).

Si bien las vias de coestimulacion se tomaron como reguladoras de las respuestas mediadas
por los linfocitos T activados, no son las unicas. Existe otro fenomeno, la coinhibicion,
opuesto al anterior y constituido por moléculas también capaces de modular la respuesta. Las
sefales coestimuladoras y coinhibidoras pueden agruparse entonces en un conjunto mayor
denominado cosefializacion. Ademas de concebirse como medio de control de la activacion,
las rutas de cosefalizacion presentan diversos efectos inmunorreguladores sobre las células T
naive, efectoras, reguladoras y de memoria, entre los que se incluyen la tolerancia y el
agotamiento linfocitarios (Schildberg et al., 2016).

Asi, aunque la coestimulacion es esencial para impulsar y dar forma a la respuesta inicial, la
coinhibicién es también critica para modular la respuesta inmune, atenuando la activacion
mediada por los TCRs y las moléculas coestimuladoras. Tanto un exceso de respuesta
linfocitaria como una insuficiencia en los mecanismos de inhibicion puede conducir a una
pérdida de la tolerancia hacia lo propio y por tanto desencadenar procesos autoinmunes
(Zhang y Vignali, 2016).

Las moléculas cosefializadoras constituyen un conjunto de receptores y ligandos de naturaleza

glicoproteica localizados especialmente en la superficie celular de las APCs y de los propios



linfocitos T (Jung y Choi, 2013). Una vez que los TCRs interaccionan con los complejos
péptido-MHC, los receptores y ligandos implicados en la cosefalizacion a menudo se
reubican en sus proximidades. Todos estos elementos forman en conjunto la sinapsis
inmunolégica (SI), estructura unica entre ambos tipos celulares. El resultado puede ser un
efecto de sinergia o de antagonismo, de modo que los linfocitos T pueden mantenerse

activados o no (Saito et al., 2010).

1.3. Moléculas cosenalizadoras: familia B7

Actualmente se conoce un gran numero de vias coestimuladoras y coinhibidoras. La primera
molécula coestimuladora descrita fue CD28 (Hansen et al., 1980), mientras que la primera
con funcion coinhibidora fue CTLA-4 (Brunet et al., 1987), receptores de membrana. Ambos
presentan afinidad por los ligandos mejor caracterizados, CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2).

Esta interaccion desencadena la
Tabla 1. Miembros de la familia B7. Izquierda. Nombre del ligando.

Centro. Tipo de actividad cosefializadora que presenta. Derecha.  ryta reguladora de la activacion
Receptor al que se une. En amarillo se resalta el ligando VISTA.
Tabla adaptada de (Jung y Choi, 2013).

DGR dc 1o linfocitos T mis

Coestimulacion CD28

estudiada, sirviendo de
B7.1 (CD 80) Coinhibicion CTLA-4 (CD152) )
Coinhibicion | B7-HI (CD274) | Paradigma para otras
= . .
Coestimulacién CD28 descubiertas posteriormente
B7.2 (CD86) .
Coinhibicién CTLA-4 (Esenten etal., 2016) Las
=
Coestimulacion Desconocido moléculas que participan en las
B7-H1 (PD-L1, CD274) Coinhibicién PD-1 (CD279) q e
Coinhibicién B7.1(CDg0) | rutas ¢ cosenalizacion

pertenecen a dos grandes

e
B7-DC (PD-L2, CD273) PD-1 (CD279)
e

Coestimulacion | ICOS (CD278) | &rupos: la superfamilia de las
CD28

BIEHAQCOSL, COYTS) inmunoglobulinas (IgSF), que

Coestimulacion

Coestimulacion Desconocido

B7-H3 (CD276) Coinhibicion Desconocido (S childber o et al 2016) y la
- " >

B7-H4 (VICNI)
e
B7-HS (VISTA)
e
B7-H6 (NCR3LG1) NKp30
e

B7-H7 (HHLA2)

incluye las familias B7 y CD28

superfamilia del factor de

necrosis tumoral (TNF) y su
receptor (TNFR), TNF/TNFR
(Ward-Kavanagh et al., 2016).

Coestimulacion

La familia B7 abarca un conjunto de glicoproteinas de superficie cuyos dominios

extracelulares guardan homologia con los dominios de las fracciones constante (IgC) y



variable (IgV) de las inmunoglobulinas, es decir, comparten caracteristicas estructurales con

éstas (Jung y Choi, 2013).

Los miembros de la familia B7 se unen

principalmente con miembros de la

familia de CD28, que engloba receptores

de superficie coestimuladores como

CD28 o ICOS, y coinhibidores como

CLTA-4 o PD-1 (Tabla 1). Las

interacciones entre moléculas

coinhibidoras de  ambas  familias

constituyen las rutas de sefalizacion B7-

CD28, cruciales para finalizar la

respuesta mediada por las células T

activadas, asi como  para el

mantenimiento de la tolerancia hacia los

elementos propios del organismo. En

relacion a esto ultimo, cuando los

receptores y ligandos coinhibidores se

expresan en un microambiente patolégico

como por ejemplo un tumor, impiden o

dificultan la accion de los linfocitos T

citotoxicos (CTLs) e inducen Ila

generacion de linfocitos T reguladores

(Tregs) (Chen y Flies, 2008; Pardoll, 2012). En este caso la tolerancia que promueven resulta
perjudicial, pues implica resistencia al sistema inmune por parte de las cé¢lulas malignas. Asi,
la eliminacién o disminucion de la capacidad inmunosupresora puede resultar muy 1til en el
desarrollo de inmunoterapias frente al cancer. De forma contraria, potenciando dicha
capacidad se puede reducir el rechazo de los trasplantes o incrementar la eficacia de los
tratamientos para las enfermedades autoinmunes (Jung y Choi, 2013).

En cuanto a la localizacioén, los receptores coinhibidores de las rutas mencionadas (B7-CD28)
se expresan en otras células hematopoyéticas ademas de en los linfocitos T, mientras que sus
ligandos se expresan en las APCs, en distintas células no hematopoyéticas y en células

tumorales (Schildberg etal., 2016). Sin embargo, segin describen distintos autores,



determinados ligandos se encuentran tanto en la superficie de las APCs como en la de los
linfocitos T (Ceeraz et al., 2013; Jung y Choi, 2013; Schildberg et al., 2016), tal y como se
muestra en la figura 1.

Algunos de los ligandos de la familia B7 se conocen desde hace décadas, como es el caso de
B7.1 y B7.2, los miembros mejor caracterizados (Greenwald et al., 2005). Otros sin embargo
se han descrito con posterioridad, siendo VISTA uno de los hallazgos mas recientes (Flies

etal., 2011; Wang et al., 2011).

1.4. Ligando VISTA, caracteristicas generales

Entre 2010 y 2011, distintos grupos de investigacion identificaron de forma independiente
una nueva molécula de cosefializacion perteneciente a la familia B7, el ligando B7-H5 (Tabla
1), que cuenta también con otras denominaciones, como supresor de la activacion de células T
con dominio variable de Ig (VISTA), homologo de la molécula de muerte programada 1 (PD-
1H), DD1a, Gi24 o Diesl (Aloia et al., 2010; Sakr et al., 2010; Flies et al., 2011; Wang et al.,
2011).

1.4.1. Estructura y homologia

El gen responsable de la expresion de VISTA se conoce con el nombre VSir , y cuenta con un
total de 930 pares de bases (pb) (Wang et al., 2011). VISTA es una proteina transmembrana
de tipo I o de un solo paso constituida por 309 aminoacidos. Presenta una region extracelular

(ECR) que se compone a su vez de un unico dominio extracelular (ECD) IgV de 136

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 13?

hVISTA HGYPTALERGSHRUGSLLFALFLAASLGPY
WISTR HGYPAVPEASSPRUGTLLLATFLARSRGL
Consensus HGYPaalERgSpRMGsLLIALFLAASHGL

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1

hVISTA | LOVOTGKORPSNCYYYPSSSQDSENTTAAAL ATGACTVETLCLPLILLLYVYKORAAASNRRAGEL VRHDS-NIOGIENPGFEASPPROGIPEAKY
nVISTA LOVORGKGSGS TCHR==SNEQDSDSITARALATGAC TVGILCLPLILLLYYKOROVASHRRAQEL VRHDSSNTOGIENPGFETTPPFOGHPERKT
Consensus  ITHRNLTLrOSGLYCCLY!EirnHHPEQRFhGaNELOVRaGKdagSnCna. .SnelDSEnI TARALATGACIVGILCLPLILLLYYKORQaASHRRAEL YRHDS  NiOGIENPGFEasPPalGiPERKL
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| ! ido sefial Y aceluls
hYISTA  RHPLSYVAQROPSESGRHLLSEPSTPLSPPGPGOVFFPSLOPVPOSPNFEYT (] repo et B o [ pominio inracelutar

wVYISTA RPPLSYVAOROPSESGRYLLSDPSTPLSPPGPGDVFFPSLOPYPOSPNSERL ! I
Yominio cxtracelulas (IgV)

Consensus RhPLSYVAOROPSESGRhLLS #PSTPLSPPGPGOVFFPSLOPYPOSPNFEAT [J Dominio transmembrana

Figura 2. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de los ligandos VISTA humano (hVISTA) y murino
(mVISTA), realizado con el software online MultAlin (Corpet, 1988). Los aminoacidos resaltados en rojo
son los que presentan homologia, y en azul aquellos no homélogos.

aminoacidos unido a un dominio tallo o stalk de 23 residuos, un dominio transmembrana
(TMD) de 21 aminoacidos y por ultimo una region o dominio intracelular (ICD) de 97

aminodacidos (Flies et al., 2011; Wang et al., 2011).



Diversos analisis filogenéticos de la molécula completa muestran semejanza con los
receptores de la familia CD28 PD-1, CD28 y CTLA-4, si bien presenta un mayor grado de
identidad con el primero (Flies et al., 2011). PD-L1, miembro de la familia B7, es la molécula
mas proxima evolutivamente a VISTA (Wang et al., 2011). Una comparacion mas exhaustiva
revela sin embargo ciertas diferencias entre VISTA y las proteinas anteriores. Por ejemplo, la
secuencia que codifica para VISTA se localiza en el cromosoma 10, caracteristica que no
comparte con ningun otro miembro de la IgSF. Es uno de las pocas proteinas de la familia B7
que cuenta con un unico dominio IgV, asi como el miembro, mostrando un 78% de identidad
entre la forma murina y la humana y patrones de expresion similares (Connell et al.,

2014)(Fig. 2).

Al analizar unicamente el dominio IgV de VISTA en lugar de la proteina completa, se ha
comprobado que presenta el mayor grado de homologia con PD-LI1, ligando de PD-I,
mientras que el ICD se asemeja mas a los receptores CD28 y CTLA-4 (Nowak et al., 2017).
Un aspecto a destacar es que, al contrario que PD-1, el ICD de VISTA carece del motivo
inhibidor de inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM), estructura esencial para la actividad
bioldgica inhibitoria. En su lugar, cuenta con dos sitios potenciales de unidén a proteina
quinasa C, asi como residuos de prolina que podrian funcionar como puntos de anclaje (Flies
etal., 2011; Bharaj et al., 2014). Estas peculiaridades estructurales, junto con datos sobre la
actividad de la proteina extraidos de distintos estudios sugieren que VISTA es capaz de actuar
como ligando y como receptor en la regulacion de la respuesta inmune (Connell et al., 2014;

Flies et al., 2014; Juan et al., 2015).

Distintos andlisis inmunohistoloégicos en ratones sugieren que la presencia de la proteina
VISTA se restringe casi exclusivamente a la superficie de células hematopoyéticas (Nowak
etal., 2017). Dentro de éstas, los mayores niveles de expresion se han encontrado en las de
tipo mieloide, incluyendo macrofagos, células dendriticas (DCs) CDI11°, monocitos y
neutrofilos circulantes. En los linfocitos T se da una expresion diferencial entre las
poblaciones CD4 y CDS8, siendo mayor en la primera, especialmente en las células naive y las
Tregs FoxP3". No se ha detectado expresion en los linfocitos B (Flies et al., 2011; Wang
etal.,, 2011). Como particularidad, se ha observado que VISTA actia como diana de la
actividad de p53 en respuesta a situaciones de estrés, sugiriéndose asi una expresion inducida

en células apoptoticas que contengan dafios en su ADN (Juan et al., 2015).



De acuerdo con los datos obtenidos en modelos murinos, en humanos VISTA es también una
molécula caracteristica de tejidos hematopoyéticos. En este caso los mayores niveles de
expresion se encuentran en monocitos y en células dendriticas mieloides y linfoides, mientras
que en los neutrofilos son intermedios (Connell et al., 2014). Al contrario que en ratones, no
se observan diferencias significativas en los niveles de expresion entre linfocitos CD4 y CDS8

humanos (Connell et al., 2014).

1.5. Relevancia de VISTA como coinhibidor de la respuesta inmune

De forma similar a PD-1, VISTA presenta la capacidad de controlar la tolerancia periférica
del organismo asi como la respuesta inmune antitumoral (Chen y Flies, 2008; Flies et al.,
2011; Wang et al., 2011). A pesar de esto, el mecanismo de accion de ambas moléculas no es
solapante, sino que juntas desencadenan un efecto sinérgico (Liu et al., 2015).

La actividad mejor estudiada de VISTA es aquella que desempeiia como ligando en la
superficie de las APCs, reprimiendo la proliferacion de los linfocitos T CD4" y CD8", asi
como su produccion de citoquinas. Por otra parte, cuando se localiza en la superficie de los
linfocitos T CD4", también ejerce un efecto negativo sobre la activacion de las células T, si
bien lo lleva a cabo actuando como receptor (Flies etal., 2014). Mientras que aun se
desconoce el receptor de VISTA, recientemente se ha descubierto una via capaz de inhibir en
humanos la proliferacion de linfocitos T asi como la produccion de citoquinas, desencadenada
por la interaccion de VISTA con VSIG-3, su ligando (Wang et al., 2016).

Son numerosos los trabajos de investigacion enfocados a dilucidar las implicaciones de

VISTA en distintos trastornos relacionados con la regulacion de la respuesta inmune.

Estudios realizados con ratones knockout para Vsir (Vsir’™) muestran una pérdida de la
tolerancia periférica que se manifiesta con la activacion espontdnea e incontrolada de los
linfocitos T, una elevada produccion de citoquinas y quimiocinas y el desarrollo de procesos
inflamatorios multiorganicos de caracter cronico (Wang et al., 2014). Ademas, la deficiencia
de VISTA inducida por delecion genética o bloqueo con anticuerpos monoclonales en
individuos propensos a padecer autoinmunidad, se traduce en el desarrollo acelerado de
procesos patologicos de dicha naturaleza, tal y como se demuestra en el modelo de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) (Wang et al., 2011, 2014; Noelle y Wang,

2014; Liu etal., 2015). De los estudios realizados con anticuerpos monoclonales se han



obtenido sin embargo resultados variables, bien de potenciaciéon como de depresion de la
inmunidad, es decir, se pueden dar efectos de antagonismo o agonismo sobre VISTA
respectivamente. Esta variabilidad ocurre cuando la proteina se comporta como receptor

(Nowak et al., 2017).

El sistema inmune no siempre es capaz de eliminar o al menos contener el crecimiento de los
tumores, sino que puede incluso potenciarlo debido a un fendmeno conocido como
immunoediting (Schreiber et al., 2011). Los linfocitos T llevan a cabo potentes respuestas
antitumorales, pero éstas pueden verse reprimidas cuando alcanzan el microambiente tumoral
(TME) (Wu etal., 2015). En la atenuacion de la respuesta participan distintas moléculas
cosefalizadoras, entre las que se encuentra VISTA. Multiples modelos murinos muestran un
incremento de la expresion de esta proteina en el TME, ejerciendo un papel critico como
inmunosupresor (Noelle y Wang, 2014). La expresion de VISTA es especialmente mayor en
Tregs y células mieloides infiltradas en las proximidades del tumor con respecto a la que se da
en los mismos tipos celulares que se encuentran mas alejados. Se cree que son las propias
condiciones presentes en el TME, como la hipoxia, las responsables de aumento en la
expresion de VISTA (Noelle y Wang, 2014). El tratamiento con anticuerpos monoclonales
anti-VISTA ha permitido estudiar las implicaciones de la molécula en dicho microambiente.
Tras el bloqueo se observa un incremento en la respuesta inmune antitumoral mediada por

linfocitos T (Wang et al., 2011; Noelle y Wang, 2014).

A pesar de la relevancia de VISTA como molécula reguladora en la respuesta inmune
adaptativa, hasta ahora no se tenia constancia de su participacioén en la respuesta innata. Sin
embargo, un estudio reciente demuestra como la proteina desempefia un papel clave
reprimiendo el eje de citoquinas IL-23/IL-17, implicado en procesos inflamatorios de

patologias como la psoriasis (Li et al., 2017).



2. Hipadtesis de trabajo y objetivos
2.1. Hipotesis de trabajo

Segun lo explicado en la introduccioén del trabajo, VISTA es una proteina transmembrana
capaz de atenuar la respuesta mediada por los linfocitos T cuando se une a su receptor, aun
desconocido.

Las células humanas adherentes HEK-293 constituyen una linea celular obtenida a partir de
tejido embrionario de riion (Graham y Smiley, 1977). La linea HEK-293T, variante de la
anterior, tiene incorporado en su genoma el alelo codificante para el antigeno T del virus del
simio 40 (SV-40) (Rio etal., 1985; DuBridge etal., 1987). Esta caracteristica permite,
mediante transfeccion transitoria, la amplificaciéon de vectores que contengan el origen de
replicacion de SV-40, lo que supone un incremento en los niveles de expresion génica (Lin

etal., 2014).

Utilizando el vector pSecTag2/Hygro B, que contiene el mencionado origen de replicacion, se
plantea en este trabajo la sobreexpresion, biotinilacioén especifica y secrecion transitorias, en
células HEK-293T, de dos proteinas de fusion solubles constituidas por la ECR de la proteina
VISTA murina (mVISTA), el péptido aceptor de biotina AviTag en su extremo C-terminal y
un epitopo en su extremo N-terminal que en un caso serd FLAG y en otro una variante de
éste, que se denominara F7’para diferenciarla. Dichas proteinas permitirian en ensayos in
Vitro posteriores aislar, purificar e identificar el receptor de superficie con el que interacciona

VISTA.

2.2. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado ha sido desarrollar una construccion
quimérica recombinante de la ECR de la proteina VISTA murina que sirva como herramienta
para la identificacion de su receptor, el cual se desconoce. En base a esto, se plantearon los

siguientes subobjetivos:

4+ Disefio de las secuencias nucleotidicas codificantes para dos proteinas de fusion, F7’-
mVISTA-AviTag y FLAG-mVISTA-AviTag. Clonaje e insercion de dichas secuencias en
el vector de expresion en células de mamifero pSecTag2/ Hygro B.

& Desarrollo de un doble ensayo de cotransfeccion de células HEK-293T con cada

construccion obtenida junto el plasmido que codifica para la biotina ligasa BirA de E. coli,



obteniendo células capaces de sobreexpresar, biotinilar y secretar de forma transitoria las

proteinas recombinantes.

3. Materiales y métodos
3.1. Cepas bacterianas y medios de cultivo
3.1.1. Cepas bacterianas

Para el desarrollo de este trabajo se empled una tnica cepa de bacterias Escherichia coli TOP
10. Su manejo fue sumamente cuidadoso, pues se trata de bacterias competentes y como tales
presentan una alta sensibilidad a las variaciones de temperatura o a la lisis mecanica durante

el pipeteo. Se conservan en congelacion. La descripcion de la cepa se recoge en la tabla 1.

Tabla 2. Detalles de la cepa bacteriana utilizada. De izquierda a derecha, nombre origen y caracteristicas

F->  mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ¢80lacZAMI1S5,
AlacX74, recAl, deoR, araD139, A(araleu)7697, galU,

galK, rpsL (StrR), endAl, nupG.

Escherichia coli | Invitrogen, Thermo Fisher
TOP10 Scientific (Cod. C4040)

genotipicas.

3.1.2. Medios de cultivo

A lo largo del trabajo experimental se utilizaron distintos medios de cultivo que aparecen

detallados en la tabla 2.

Tabla 3. Composicion de los medios de cultivo empleados.

Medio Luria-Bertani Medio Terrific Broth Acar-Asar
(LB) (TB) saras
12,5 g/L 254 g/L -
12,5 g/L 25,4 20 g/L
Carl Roth (N° X968) Carl Roth (N° X972) Carl Roth (N° 2266)

Las bacterias se cultivaron en diferentes medios de cultivo a los que se afiadio carbenicilina,
un antibiotico de amplio espectro. Se trata de una penicilina semisintética especialmente
eficaz frente a bacterias Gram negativas, aunque también es activa frente algunos cocos Gram
positivos y actinomicetos. La cepa E. coli TOP10 transformada con plasmidos que contienen

un cassette de resistencia a ampicilina, crece en presencia de carbenicilina.
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Para la incorporacion de carbenicilina se parti6 de un stock a una concentracion de 100

mg/mL, y se realizé una dilucion de 1:2000 para alcanzar la concentracion final de 50 pg/ml.

3.2. Biologia molecular
3.2.1. Plasmidos

En la siguiente tabla se recogen los vectores de expresion empleados en este trabajo, asi como

una descripcion de los mismos.

Tabla 4. De izquierda a derecha, denominacion, procedencia y caracteristicas de los plasmidos utilizados.

pIB312-Mouse-
VISTA (PD-
1H) molde

Plasmido de la
coleccion del
Area de
Inmunologia

Plasmido que codifica para el gen completo de PD-1H murino

pJET1.2/blunt

Thermo
Scientific,
Thermo Fisher
Scientific
(Cod. K1231)

Vector transbordador para técnicas de clonaje. Linealizado con
extremos romos, permite la ligacion de fragmentos de ADN
amplificados por PCR. Presenta: el gen bla de resistencia a
ampicilina, el origen de replicacion del plasmido pMBI1, el promotor
P modificado, el gen eco471R (codifica para una enzima toxica
para E. coli, luego permite la seleccion positiva las bacterias
recombinantes) interrumpido por el sitio de clonacion multiple
(MCS) o polylinker con secuencias especificas para enzimas de
resctriccion, el promotor de la ARN polimerasa T7, y los sitios de
hibridacion de los cebadores pJET1.2F y pJET1.2RC.

pSecTag2/
Hygro B

Invitrogen,
Thermo Fisher
Scientific
(Céd. V91020)

Vector de expresion en mamiferos disefiado para la secrecion,
purificacion y deteccion de proteinas quiméricas. Presenta: el
promotor de citomegalovirus (CMV), el promotor de la ARN
polimerasa T7, y la secuencia codificante para la region V-J2-C de la
cadena ligera kappa de inmunoglobulina (Ig) murina que actiia como
péptido senal (SP), permitiendo la secrecion de las proteinas
recombinantes, el MSC, la secuencia codificante para el epitopo c-
myc, la secuencia codificante para el tag de poli-histidina (6xHis), la
sefial de poliadenilacion y de terminacion de la transcripcion de la
hormona de crecimiento bovina (BGH), el origen de replicacion del
fago F1, el origen de replicacion y promotor del virus del simio 40
(SV-40) para la replicacion en lineas celulares que expresen el
antigeno T grande (como HEK-293T), el gen bacteriano hygBR de
resistencia a higromicina B, la sefial de poliadenilacion de SV-40, el
origen de replicacion pUC y el gen bla de resistencia a ampicilina.

BirA (pIB-319)

MTA

Vector que codifica para la enzima biotina ligasa BirA de E.coli,
capaz de biotinilar determinados tipos péptidos, entre ellos AviTag.

Universidad de

Vector de expresion en células de mamifero, retroviral. Presenta: un

pMIG-IRES- Freiburg sitio interno de entrada del ribosoma (IRES), la secuencia codificante
GFP (Alemania) para la proteina fluorescente verde (GFP), el gen ampR de resistencia
(MTA) a ampicilina
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Para realizar la extraccion de los pldsmidos utilizados en este trabajo se recurri6 a dos kits

comerciales distintos, siguiendo las recomendaciones del fabricante:

+ QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAagen, N°: 2710): en este trabajo se siguio el protocolo
para microcentrifuga.
4 GeneJET® Plasmid Midiprep Kit (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Cod.
K048): se recurrio a este kit cuando la cantidad de plasmido requerida fue mayor.
Ambos protocolos de extraccion se fundamentan en una fase de lisis celular en medio basico
mediante NaOH y detergente dodecilsulfato sdédico (SDS), una segunda fase de precipitacion
de proteinas y ADN gendmico facilitada por centrifugacion, tras la que se recoge el
sobrenadante en el que se encuentran los pldsmidos, y una Ultima etapa de precipitacion
mediante etanol, adhesiéon a la membrana de la columna del kit y elucion final del ADN
plasmidico en agua Milli-Q. En el caso de ADN destinado a transfeccion, la elucion se llevo a
cabo en condiciones de esterilidad en cabina de seguridad bioldgica de clase II BioStar
(Telstar Cod. 20748800000). Tras la extraccidon, se tomaron alicuotas para verificar la
ausencia de contaminacion, mezclandolas en microtubos con medio RPMI 1640 (Tabla 9).
Después de todas las extracciones se tomaron alicuotas para cuantificar la concentracion de
ADN plasmidico (ng/uL), asi como el coeficiente indicador de pureza (260/280), utilizando el

espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).

Para llevar a cabo las amplificaciones de ADN se utilizd la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) en el termociclador GeneAmp™ PCR System 9700 (Thermo Fisher
Scientific). Por cada unidad de reaccion se utilizan unos volimenes de reactivos y en unas
determinadas condiciones de temperatura (que varian ligeramente en funcion del cebador
empleado) y tiempo. Los detalles de las reacciones de PCR asi como los rectivos utilizados se

recogen en los anexos.

Para realizar la extraccion e incorporacion de los insertos de interés, en este caso la secuencia
codificante para la proteina recombinante VISTA, se emplearon enzimas de restriccion. Se

llevaron a cabo reacciones de digestion de dos de los vectores, el transbordador utilizado para
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el clonaje y el destino, es decir, pJET1.2/blunt-VISTA y pSecTag2/Hygro B,
respectivamente. En el caso del primero se realiz6 por duplicado. Las enzimas elegidas fueron
HindIll y EcoRV (Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, Céd: ER05 y ERO3
respectivamente), pues sus dianas de restriccion flanqueaban los insertos. De este modo, las
secuencias de interés se liberaron del vector transbordador y se prepard el vector destino para
la etapa posterior de ligacion. Se optd por el Buffer Red 10x (Thermo Scientific, Thermo
Fisher Scientific, C6d: BRS), que proporciona las mejores condiciones de reaccidon para

ambas enzimas. Los reactivos utilizados asi, como las cantidades se detallan en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos para las reacciones de digestion enzimatica. *La concentracion de enzima indica que 1 pL
tiene capacidad para digerir hasta 10 pg de ADN. °El buffer se utiliza a una concentraciéon de 1X, por eso se
utilizan 5 pL para cada reaccion.

= Vector de clonaje Vector destino

ADN plasmidico 3 pug (25uL) 2 ug (18 ul)
HindIII (10 U/pL)? 1 uL
EcoRV (10U/uL)? 1 uL
Buffer Red 10X" 5ul
Agua libre de nucleasas (Braun Medical) 18 pl | 25 ul
Volumen final de reaccion 50 uL

Una vez preparadas las mezclas de reactivos en tres microtubos previamente rotulados, se
incubaron a 37°C durante 2 horas para conseguir una digestion Optima. Transcurrido ese
tiempo, se tomaron alicuotas de los productos y se comprobd mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1,5% y voltaje de 80V que las digestiones se habian realizado correctamente.

Después de las reacciones de digestion no fue necesario inactivar las enzimas de restriccion,
ya que los productos de las mismas se sometieron inmediatamente a electroforesis en gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 0,8% y voltaje de 80V. Se cortaron las bandas

correspondientes, se eluyeron del gel para posteriormente purificarlas .

3.2.5. Reacciones de ligacion

Para llevar a cabo este trabajo se realizaron dos ligaciones, una previa a la digestion con

enzimas de restriccion y otra posterior:

4 En la primera reaccion se incorpord el inserto de interés, amplificado por PCR a partir del
vector inicial pIB312-Mouse-VISTA (PD-1H) molde (Tabla 4), al vector de clonaje
pJET1.2/blunt.
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4 En la segunda reaccion se ligd el mismo fragmento, después de haber sido clonado y

liberado del vector transbordador mediante la digestion enzimatica, al vector destino

pSecTag2/Hygro B.
Ambas reacciones se incubaron en el termociclador GeneAmp™ PCR System 9700 (Thermo
Fisher Scientific). Antes de empezar los procesos de ligacion se cuantifico la concentracion de
ADN de los vectores y el inserto utilizando el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo
Fisher Scientific). De este modo, se establecieron las relaciones adecuadas de ADN
inserto/vector de clonaje e inserto/vector destino para la ligacion. Los reactivos y parametros
empleados se detallan en la tabla 6. Las reacciones de ligacion se prepararon en hielo,

afiadiendo la ADN ligasa en ultimo lugar.

Tabla 6. Condiciones de las reacciones de ligacion. Izquierda. Ligacion del inserto VISTA con el vector
transbordador pJET1.2/blunt. Derecha. Ligacion del inserto VISTA con el vector destino pSecTag2/Hygro B.
En ambos casos se indican los reactivos y volumenes utilizados. Todos ellos pertenecen a la empresa Thermo
Fisher Scientific. *En la primera ligacion el inserto fue producto de PCR con Taq polimerasa, por lo que
presentaba extremos 3’ con colas de poliA generados por la ADN polimerasa Taq. Debido a esto, fue necesario
llevar a cabo antes una reaccion de blunting, es decir, una eliminacion de dichas protuberancias para convertir en
romos los extremos del inserto. En la segunda ligacion esto no fue necesario puesto que no se partié de
productos de PCR amplificados con la Taq pfu, que no afiade bases al amplicon .

Ratio volumen inserto:vector de clonaje 7:1 Ratio volumen inserto:vector destino 6:1
Inserto (VISTA) 7 uL (8,5 ng/pL) Inserto (VISTA) 12 uL (9,2 ng/uL)
Buffer reaccion 2X 10 uL (50 ng/ul) pSecTag2/Hygro B 2 uL (8,4 ng/uL)
Enzima ADN blunting 1 pL Buffer reaccion 5X 4 uL
Mezcla suave por 'plpete.()’e mcupacmn a70°C 5. Agua (libre de nucleasas) mo
Refrlieracmn en hielo
pJETl.Z/blunt 1 uL ADN ligasa de T4 (SU/uL) 1 uL

ADN ligasa de T4 (5U/uL) 1 puL
Mezcla suave por pipeteo e incubacion a 22°C 15’

Para verificar que las reacciones se desarrollaron con éxito, se realizé una PCR con Taq
polimerasa a partir de cinco colonias bacterianas transformadas con el producto de ligacion
para amplificar el inserto VISTA. Seguidamente se llevo a cabo una electroforesis con los
productos de PCR en gel de agarosa al 1,5% y voltaje de 80V. La presencia o ausencia de

banda con el tamano equivalente al del inserto permiti6 identificar las colonias positivas.



3.2.6. Electroforesis en gel de agarosa

En este trabajo se llevaron a cabo electroforesis horizontales en gel de agarosa con el objetivo
de separar y analizar cualitativamente ADN de interés. Se emplearon distintos geles en

funcion del porcentaje (peso/volumen) y tipo de agarosa:

+ Geles de agarosa al 1,5%: utilizados para detectar ADN y comprobar que la posicion de

las bandas se correspondia con el tamafo de fragmento esperado.

4 Geles de agarosa de bajo punto de fusion al 0,8%: una vez realizada la comprobacion
con los anteriores, estos geles se utilizaron para extraer las bandas con el ADN de interés.

En ambos casos, la agarosa fue disuelta en buffer Tris-borato-EDTA (TBE) al 0,5X,

preparado a partir de TBE al 5X mediante una dilucion 1:10 (Tabla 7). A las muestras

cargadas en los geles se les afiadio buffer de carga Orange al 6X (Thermo Scientific, Thermo

Fisher Scientific, Cod:

o el bp_nglospg %  RO631), diluyéndolo hasta

o -10000 20 4
-8000 20 4

- 6000 20 4

bp ng/05pg %

una concentracion final 1X.

-5000 20 4 10000 30 6
D, 50 » 54 Como agente intercalante
e s 500 30 6
s 4000 30 6 para marcar el ADN se
2000 20 4 SN 3500 30 ?4
0 o 8 ] — B é’g " empled RedSafe (INtRON
- ol — 200 5
120 20 4 — 1500 25 5 Biotechnology,N®  21141).
- 1000 60 12 —— _1000 Eﬂ 12
0 2 4 — . E Se utilizaron tres marcadores
— [ J
B o —50 2% 5 de pesos moleculares: KAPA
& e =20 2% 5 Universal ladder (Kapa
5 -0 20 4 2 9
: 20 0 4 5 biosystems), GeneRuler 100
g -150 20 4 = g
% -0 2 4 R = bp Plus Ladder (Thermo

Figura 3. Izquierda. Marcador Kapa Universal Ladder y relacion Scientific, Thermo Fisher
banda-peso molecular en gel de agarosa al 1%. Derecha. Marcador
GeneRuler 100 bp Plus Ladder y relacion banda-peso molecular en gel ~ Scientific, Co6d: SMO032) y
de agarosa al 1,7%. Derecha. Marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder y
relacion banda-peso molecular en gel de agarosa al 1%. GeneRuler 1 kb DNA Ladder

(Thermo Scientific, Thermo Fisher Scientific, C6d: SM031) con rangos de pesos moleculares
comprendidos entre 100-10000, 100-3000 y 250-10000 pares de bases (pb), respectivamente
(Fig. 3).

Las electroforesis se llevaron a cabo en una cubeta de electroforesis horizontal Sub-Cell®
Model 192 Cell (Bio-Rad) que se llend previamente con el buffer TBE anteriormente
mencionado. Dicha cubeta fue conectada a una fuente de alimentacion PowerPac Basic

Power Supply (BioRad).
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La corriente continua aplicada oscild entre 80 y 90 V y durante periodos de 30-40 minutos.
Los reactivos y cantidades empleadas para los distintos geles, asi como la composicion del

TBE 5X se detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Superior. Composicion de los geles de agarosa. Inferior. Composicion del buffer Tris-borato-EDTA
(TBE). En ambos casos se indican los reactivos y las cantidades empleadas.

50 mL 100 mL 50 mL 100 mL
Agarosa regular (Sigma) 0,75 g I,5¢ - -
Agarosa de b.a;]O punto de i ) 04 g 0.8 g
fusion
TBE 0,5X 50 mL 100 mL 50 mL 100 mL
RedSafe 1 liL 2 |iL 1 |iL 2 iiL
Trizma base (Sigma) 54 ¢
Acido bérico (Sigma) 275¢g
EDTA 0,5M pH 8,0 20 mL
Agua destilada Hasta volumen final de 1 L

Una vez finalizadas las electroforesis, se analizaron y fotografiaron los geles con el sistema de

video Chemidoc (BioRad) asociado al software Quantity One (Biorad)

3.2.7. Purificacion de ADN contenido en bandas de gel de agarosa

Tras la extraccion de las bandas de interés de los geles de agarosa de bajo punto de fusion, el
ADN contenido en ellos se extrajo utilizando el kit comercial GenElute™ Gel Extraction Kit
(Sigma), disefiado para la purificacion de pldsmidos y fragmentos lineales de tamafios
comprendidos entre 50 y 10000 pb. Siguiendo el protocolo disefiado por el fabricante, las
bandas de gel se disuelven mediante incubacién en una solucion de solubilizacidon que cuenta
con un indicador de pH. El volumen obtenido con los fragmentos de ADN en suspension se
vierte en la columna de purificacion facilitada por el kit, que contiene una membrana de silica
a la que se une selectivamente el ADN. Los contaminantes son retirados aplicando una
solucion de lavado a la columna y el ADN se eluye finalmente en agua (libre de nucleasas).

Una vez completada la extraccion, se cuantifico la concentracion y pureza del ADN utilizando
el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). Ademas, se cargaron
alicuotas en un gel de agarosa al 1,5%, para comprobar mediante electroforesis la presencia

de banda del tamafio esperado.



3.2.8. Transformacion bacteriana y siembra en placa

Como ya se menciond anteriormente, se utilizaron células de la cepa bacteriana Escherichia
coli TOP10 (Tabla 2), a las que de forma previa se indujo quimicamente competencia
aplicando el método descrito por Hanahan (Hanahan, 1983). A lo largo del trabajo, se
realizaron varias transformaciones, con el vector de clonaje o transbordador y con el vector
destino, ambos con el inserto VISTA incorporado. Las bacterias transformadas se sembraron
en placas de Petri de bacteriologia de 9 cm (SARSTEDT). La transformacion se llevé a cabo

mediante choque térmico, para lo cual se siguio el protocolo detallado en la tabla 8.

Tabla 8. Superior. Protocolo de transformacion bacteriana con choque térmico. Inferior. Siembra en placas de
agar, material y parametros detallados. *Las siembras se realizaron a la llama con pipetas Pasteur (Fisher
Scientific, Thermo Fisher Scientific) selladas en la punta y dobladas en angulo recto por calor. °Se sembr6 una
unica placa sin antibiotico utilizando una dilucién 1:10 del in6culo. “Adicion previa de solucion con antibidtico
(60 pL carbenicilina en 100 pL de agua libre de nucleasas) como medio selectivo a tres.

1. Descongelacion de células competentes E. coli TOP10 100 pl células/vial

2. Encendido de baiio termostatico (Raypa) programacion a 42°C
Volumen total del producto de
ligacion (Tabla 6): 20 uL
Hielo 15°; bafio a 42°C 45,
hielo 1-2°
800 pL/vial en agitacion (250 rpm), a
37°C 45’ en agitador-incubador
orbital (IKA)

100 pL alicuota (dilucion 1:10)/placa
sin antibi6tico®

3. Adicion de ADN(en hielo) y mezcla suave

4. Choque térmico

5. Adiciéon de medio liquido LB-TB (Tabla 3) atemperado
como medio de recuperacion

1. Dilucion del inéculo (1:1, 1:10 y 1:50) en medio liquido
LB-TB (Tabla 3) y siembra?® de alicuotas en placas con medio

sélido LB-TB (Tabla 3) 200 pL alicuota /plggq con antibidtico
(carbenicilina)®
2. Incubacion a temperatura ambiente hasta que la solucion de siembra se haya absorbido
3. Incubacion de las placas en posicion invertida | 37°C 24 h

3.2.9. Secuenciacion de ADN

Para comprobar que la secuencia nucleotidica del inserto VISTA estaba correcta, se recurri6 a
la secuenciacion del ADN. Esta se realiz6 en un secuenciador automético (Amershan
Biosciences) del Servicio de Secuenciacion de la Universidad de Ledn, empleando el kit
comercial Thermo Sequenase Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Cod: 785001KT).



3.3. Cultivo de células eucariotas

Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6é unicamente la linea celular HEK-293T (ATCC). Se
trata de células humanas embrionarias de rifidn derivadas de la linea HEK-293, resistentes a
neomicina y que expresan de forma estable una forma mutante del antigeno T grande de SV-
40, lo que permite que todo aquel vector con el que se transfecten y que contenga el origen de
replicacién de SV-40 pueda replicarse y mantener de forma transitoria un elevado ntimero de
copias. Asi, la cantidad de proteina recombinante que se puede obtener en estas células es
elevada. Antes de su uso, se testd la linea mediante PCR para verificar la ausencia de

micoplasmas.

El manejo de cultivos celulares realizado durante este trabajo incluye procesos de siembra,
subcultivo, expansion, congelacion, descongelacion y transfeccion. Todos ellos se
desarrollaron bajo condiciones de esterilidad en cabina de seguridad biologica de clase II
BioStar (Telstar, Cod. 20748800000). La linea celular se crecid en placa de 9 cm de diametro
de superficie adherente y medio RPMI 1640 completo (7-10 mL), con el fin de obtener el
stock necesario para los experimentos posteriores. La incubacion de los cultivos se llevo a
cabo en una estufa con sistema humidificador y filtro HEPA (Thermo Fisher Scientific), a
37°C y atmosfera de COz al 5%. El medio de cultivo mencionado cuenta con rojo fenol como
indicador de pH, de forma que a medida que se agotan los nutrientes y se acumulan sustancias
de desecho, se produce acidificacion y con ella un viraje en la coloracion desde rojo intenso
hacia un tono anaranjado o amarillento. Asi, el cambio de medio se llevé a cabo en
condiciones de densidad celular elevada y reduccion del pH.

Un dia antes de realizar las transfecciones, las células se tripsinizaron y contaron para sembrar
el nimero adecuado. Ademas, el medio de cultivo fue renovado para promover la fase activa
de crecimiento celular y conseguir una confluencia elevada en el momento de la transfeccion,

comprendida entre el 70 y el 80%.

Teniendo en cuenta las propiedades de las células utilizadas y las pruebas desarrolladas con

ellas, se emplearon distintos medios y reactivos, los cuales aparecen detallados en la tabla 9.
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Tabla 9. Composicion de los medios y reactivos utilizados para el manejo de cultivos celulares.

RPMI 1640 sin antibiético 10,42 g RPMI 1640 (Gibco), 2 g NaCO; (Sigma), agua Milli-Q hasta
volumen final de 1 L. pH de 7,4

Suero fetal bovino (Gibco) 10%%, 50 mL coctel (L-glutamina 2mM
(Gibco), piruvato sodico 1mM (Gibco), HEPES 10 mM (Sigma),
gentamicina 50 pg/mL (SYVA laboratorios), 3-mercaptoetanol 50 uM) y
RPMI 1640 (Gibco) hasta volumen final de 1 L.

Mejora de medio minimo esencial de Eagle (MEM), utilizando como
tampon HEPES vy bicarbonato de sodio, y suplementado con hipoxantina,
timidina, piruvato de sodio, L-glutamina, elementos traza y factores de

RPMI 1640 completo

Opti-MEM (Gibco)

crecimiento.
. iy Suero fetal bovino descomplementado con dimetilsulféxido (DMSO) al
Medio de congelacion 0/ fa
10% (Sigma).
100 mL PBS 10X (Gibco) libre de Mg?" y Ca?". 200 mg KCI (Sigma), 200
PBS Dulbecco’s mg KH,PO, (Sigma), 8g NaCl (Sigma), 1,15 g Na,HPO4 (Sigma) y agua

Milli-Q hasta volumen final de 1L.

Tanto el medio RPMI 1640 sin antibidtico como el completo se filtraron en condiciones de
asepsia en cabina de seguridad bioldgica utilizando un filtro con un didmetro de poro de 0,2
um. El medio Opti-MEM permite reducir la suplementacion de suero fetal bovino al menos
un 50%. Es un medio reductor que resulta ideal para la transfeccion mediante liposomas
cationicos (lipofeccion), especialmente con el reactivo Lipofectamine. E1 PBS 10X utilizado

se diluyo6 en una proporcion 1:10 en agua Milli-Q..

3.3.4. Congelacion y descongelacion

Durante la realizacion de este proyecto fue necesario, en determinadas ocasiones, conservar
las células hasta su manipulacioén. Para ello, se recurrié a los protocolos de congelacion y
descongelacion que aparecen recogidos en la tabla 10. Se trata de métodos disefiados para
una congelacion progresiva y una descongelacion rapida de las células, de forma que la
disminucién de la viabilidad sea minima. Es importante mencionar que el dia previo a la

congelacion se renueva el medio de cultivo.

Tabla 10. Izquierda. Protocolo de congelacion celular progresiva. Derecha. Protocolo de descongelacion
rapida de viales de células.

1. Retirar el medio de cultivo. 1. Introducir el vial o viales de células en
2. Lavar las células con 5 ml de PBS 1X. bafio de agua a 37°C durante unos
3. Tripsinizar las células afiadiendo 2,5 mL de solucion segundos.
buffer PBS con Tripsina-EDTA. Dejar actuar 1 minuto. | 2. Afiadir 1 mL de medio RPMI 1640
4. Inactivacion de la tripsina con 3 mL de medio RPMI completo previamente calentado a 37°C.
1640 completo, pipeteando con la placa ligeramente | 3. Transferir contenido del vial a un tubo
inclinada. tipo Falcon de 15 mL con 4 mL de medio
5. Recoger las células y transferir a un tubo tipo Falcon de RPMI 1640 completo y centrifugar a
15 mL. 1200 rpm 5 minutos.
6. Centrifugar el tubo a 1200 rpm 5 minutos. 4. Retirar el sobrenadante y resuspender
7. Resuspender pellet de células en medio de congelacion pellet en 5 mL de medio completo fresco.
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(1mL/vial).

8. Congelar los viales en un contenedor de congelacion a -
80°C durante al menos 5 horas y finalmente almacenar
en nitrégeno liquido.

5. Transferir células en placa o placas con 5
mL mas de medio fresco.
6. Afiadir 100 uL de geneticina/ mL medio.

3.3.5. Recuentos celulares

El conteo celular se llevo a cabo en hemocitometro o camara de Neubauer (Celeromics),

utilizando el colorante azul tripan, colorante capaz de penetrar en las células muertas y que

por tanto permite determinar la viabilidad celular. Para el recuento se siguid el método

descrito por Strober (Strober, 2001).

3.4. Transfeccion celular

Con el objetivo de conseguir que la linea celular empleada expresase de manera transitoria las

proteinas recombinantes F7°-mVISTA-AviTag y FLAG-mVISTA-AviTag se recurrio a la

técnica de transfeccion celular, cuyo protocolo aparece detallado en la tabla 11.
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Figura 4. Esquema representativo de cotransfeccion. En
rojo se resaltan los pocillos cotransfectados con la
construccion quimérica a testar junto con el vector BirA,
y en verde los pocillos control, cotransfectados con los
vectores pMIG-IRES-GFP y BirA.

Se realizaron dos ensayos, uno para
proteina de fusion a expresar, utilizando
en ambos casos placas de 6 pocillo y la
misma distribucién, tal y como se
muestra en la figura 4. Se disefiaron
pocillos control con doble objetivo:
verificar el éxito de la cotransfeccion
gracias a la expresion de GFP (control
positivo), y la ausencia de biotinilacion
inespecifica de otras proteinas por parte

de la enzima BirA.

Tabla 11. Protocolo de transfeccion para células adherentes, detallando los pasos a seguir el dia previo

(izquierda), y para la transfeccion propiamente dicha.
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1. Lavar las células con 5 mL de PBS. 1. Retirar el medio de las células sembradas el dia
2. Tripsinizar las células con 2,5 mL de solucion previo y lavar con medio RPMI 1640 sin
PBS-Tripsina-EDTA, dejando actuar 1 minuto. antibidtico en incubacion a 37°C.
3. Inactivar la tripsina con 5 mL de medio RPMI | 2. Preparar mix de transfeccion de manera que por
1640 completo. Transferir a tubo tipo Falcon de pocillo se tengan: 200 uL de Opti-MEM, 3 png
15 mL de ADN y 9 pg de liposomas catidnicos.
4. Centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos. 3. Incubar mix a temperatura ambiente durante 15
5. Retirar sobrenadante y resuspender pellet en 1 minutos.
mL de medio completo. 4. Pasados los 15 minutos, retirar el medio sin
6. Recuento celular y transferir a placa de seis antibidtico y afiadir 200 pl. de mix en cada
pocillos con 3 mL de medio completo/ pocillo, pocillo.
sembrando 10° células/pocillo. No afiadir | 5. Adiadir 800 uL de Opti-MEM por pocillo.
geneticina. 6. Incubar durante 24 horas a 37°C.

Las cotransfecciones se llevaron a cabo mediante lipofeccion, utilizando el reactivo
Lipofectamine. La concentracion a la que se utilizé era de 1 pg/uL, y se afiadian 9 uL por

cada pocillo.

3.5. Método de deteccion directa e inmunoensayo tipo ELISA

Una vez completadas la transfecciones, se recogiéo en un tubo Falcon de 50 mL el medio
procedente de los pocillos cotransfectados con construccion quimérica y vector BirA, y en
otro el medio control de los pocillos cotransfectados con los vectores pMIG-IRES-GFP y
BirA. Ambos tubos se centrifugaron para eliminar restos celulares y se llevaron a cabo los
ensayos de deteccion. Se probaron dos métodos, uno directo basado en la interaccion biotina-
estreptavidina, y un inmunoensayo de tipo ELISA indirecto utilizando anticuerpos (Abs). De
cada método se llevaron a cabo dos pruebas, una por cada proteina de fusion a testar (F7’-
mVISTA-AviTag y FLAG-mVISTA-AviTag). La informacion detallada de los métodos de
deteccion se recoge en los anexos.

Se emplearon placas de 96 pocillos no estériles (Thermo Fisher Scientific), pero con distintas

distribuciones tal y como se indica en las tablas 12 y 13.

Tabla 12. Distribucién de la placa de 96 pocillos en el método de deteccion directo. Se testa por duplicado el
sobrenadante problema (Construccion), y el sobrenadante control (Control).

Muestra Dilucion
Construccion 1:1 1:3 1:9 1:27 1:81 Blanco
Contruccion 1:1 1:3 1:9 1:27 1:81 Blanco
Control 1:1 1:3 1:9 1:27 1:81 Blanco
Control 1:1 1:3 1:9 1:27 1:81 Blanco

Tabla 13. Distribucion de la placa de 96 pocillos en el inmunoensayo de tipo ELISA indirecto. En rosa y en
amarillo se resaltan las diluciones empleadas del anticuerpo primario y secundario, respectivamente, para el
sobrenadante problema (Const.) y control (Control).
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Ab 2’ Ab 2°
Dilucion 1:2000 Dilucion 1:5000
Muestra Dilucion Muestra Dilucion
Dil. Const. | 1:1 | 1:3 | 1:9 | 1:27 | 1:81 B Const. | 1:1 | 1:3]1:9 | 1:27 | 1:81 | B
1:2000  ["Control [ 1:1 [ 1:3[1:9[1:27 [ 1:81 | B | Control | 1:1 [1:3 | 1:9 [ 1:27 | 1:81 [ B
Dil. Const. | 1:1 | 1:3 | 1:9 | 1:27 | 1:81 B Const. | 1:1 | 1:3 |19 | 1:27 | 1:81 | B
1:5000 Control | 1:1 | 1:3 | 1:9 | 1:27 | 1:81 B Control | 1:1 | 1:3 | 1:9| 1:27 | 1:81 | B

4. Resultados

4.1 Clonaje y expresion de las proteinas de fusion recombinantes FLAG-mVISTA-
AviTag y F7’-mVISTA-AviTag en el vector de expresion de mamiferos pSecTag2/Hygro
B.

En este trabajo se desarrollaron las proteinas quiméricas recombinantes FLAG-mVISTA-
AviTag y F7’-mVISTA-AviTag constituidas por tres elementos, dos de ellos comunes: el
dominio extracelular murino (ECR) de la proteina VISTA o PD-1H, fusionado por su extremo
carboxilo terminal con el péptido aceptor de biotina AviTag, y por su extremo amino terminal
con un epitopo que en uno de los ensayos fue el octapéptido FLAG y en otro una variante
heptapeptidica del mismo denominada F7’. La estrategia planteada para conseguirlo fue la
misma en ambos casos, y se baso en el disefio inicial y amplificacién por PCR de la secuencia
codificante para la proteina de fusion a partir del vector molde o template pIB312-Mouse-
VISTA (PD-1H), utilizando los cebadores adecuados. El producto de PCR obtenido se clond
en el vector comercial de clonaje o transbordador pJET1.2/blunt, que posteriormente se
digiri6 con las enzimas de restriccion HindIIl y ECORV. De esta manera se liber6 el inserto de
interés, y fue posible su ligacion final al plasmido destino de expresion en células de

mamifero pSecTag2/Hygro B previamente digerido con las mismas enzimas.

4.1.1. Amplificacion del inserto inicial y clonaje en pJET1.2/blunt

Mediante la técnica de PCR con la TaqPfu, se llevd a cabo la amplificacion de la secuencia
nucleotidica de partida, utilizando el protocolo disefiado por Mullis (Mullis, 1990). En
funcioén de la proteina a obtener, se emplearon distintos cebadores:

# Ccbador 5°-3° pIB-313F, con la diana de restriccion para Hindlll, seguida de la secuencia
codificante para el epitopo F7’ y el inicio del ECD IgV de mVISTA. Este cebador se
utilizé para obtener la proteina F7°-mVISTA-AviTag.

% Cebador 5°-3° pIB-313F new, con la misma secuencia que el cebador pIB-313F salvo por

el triplete adicional AAG al final de la secuencia codificante para F7°, que pasa a ser la
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secuencia codificante para FLAG. Este cebador se utilizd por tanto para obtener la

proteina FLAG-VISTA-AviTag.

4 Cebador 3°-5’ pIB-313RC, con la secuencia codificante para el final de la region del tallo
o dominio stalk de mVISTA, seguida de una secuencia linker GS3, la secuencia
codificante para el péptido AviTag, el codéon de fin y la diana de restriccion para EcoRV.
Este cebador se emple6 en ambos ensayos.

El vector molde inicial, pIB312-Mouse-VISTA (PD-1H), contiene el gen completo para la
proteina mVISTA, pero gracias a la estructura de los cebadores solo se amplifica de ella la
ECR, que es la que nos interesa para generar una proteina de fusion soluble que se pueda
secretar.

El producto de PCR se purificé por electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de bajo punto de
fusién al. A continuacion se llevé a cabo la ligacion con el vector transbordador
pJET1.2/blunt (Tabla 6), dando lugar a las construcciones pJET1.2- F7’-mVISTA-AviTag y
pJET1.2- FLAG-mVISTA-AviTag.

Con el plasmido obtenido se llevo a cabo la transformacion por choque térmico de bacterias
competentes E. coli TOP 10 (Tabla 8). Pasado el periodo de incubaciéon en medio LB con
carbenicilina, crecieron colonias resistentes al antibidtico por haber adquirido el vector
transbordador, que contiene el gen de resistencia a ampicilina. Se seleccionaron cinco
colonias, tomando la mitad de cada una para sembrar en una placa nueva. La otra mitad de
cada colinia sirvi6 para comprobar por PCR con Taq polimerasa la presencia de inserto. Con
los productos de dicha PCR se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. De entre
las colonias positivas (presencia de banda), se eligio la nimero 3 para continuar el trabajo en
el caso de la construccion pJET1.2- F7’-mVISTA-AviTag y la nimero 1 para pJET1.2-
FLAG-mVISTA-AviTag).

Una vez conseguido el vector transbordador con el inserto integrado, las colonias
seleccionadas se sembraron en medio liquido LB-TB con carbenicilina, y se incubaron
durante 24 horas en agitacion a 37°C. De forma paralela, se sembraron también en el mismo
medio bacterias transformadas con vector destino pSecTag2/Hygro B. Tras la incubacion, se
llevd a cabo una extraccion del plasmido transbordador y destino, y seguidamente la digestion
enzimatica de ambos con HindIIl y ECORV (Tabla 5). De esta manera el vector de clonaje

pJET1.2 se liber6 del inserto (F7’-mVISTA-AviTag o FLAG-mVISTA-AviTag) y se
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linealiz6 el vector destino pSecTag2/Hygro B, con extremos compatibles con los del inserto
para llevar a cabo un clonaje dirigido. Tras la digestion de los vectores se realizaron dos
electroforesis, una en gel de agarosa al 1,5% para comprobar que dicha digestion se desarrollo
con éxito, y otra en gel de bajo punto de fusion al 0,8% para extraer y purificar las bandas de
interés (la correspondiente al inserto y vector destino). Con el ADN purificado de ambas
bandas se llevd a cabo la ligacion que dio lugar a la construccion final, en un caso
pSecTag2/Hygro B-F7°-mVISTA-AviTag y en otro pSecTag2/Hygro B-FLAG-mVISTA-
AviTag.

A fin de generar un stock y obtener una cantidad suficiente de plasmido para las
transfecciones
celulares
posteriores, se
realizo

nuevamente una

1000 ph

500 ph

transformacion

bacteriana por

choque térmico y Figura 5. Resultados de la electroforesis para la seleccion de colonias con el

inserto de interés incorporado. Izquierda. Deteccion de F7’-mVISTA-Avitag, de

603 pb. Derecha. Deteccion de FLAG-mVISTA-AviTag, de 606 pb. MPM se

mediante siembra  corresponde con el marcador de pesos moleculares, en el primer caso GeneRuler
100 bp Plus Ladder y GeneRuler 1 kb DNA Ladder en el segundo. Cada nimero

en placa con medio  representa una colonia bacteriana, de las cuales se recuadra la seleccionada. El
carril ‘B’ es el control negativo o blanco.

solido LB-TB y

seleccion posterior

carbenicilina. De nuevo se testaron 5 colonias por PCR. En el estudio desarrollado con F7’-
mVISTA-AviTag la colonia elegida fue la 3, mientras que en el correspondiente a FLAG-
mVISTA-AviTag se selecciond la colonia 5. Los resultados se muestran en la figura 5.
Ambas colonias se crecieron en medio liquido LB-TB con antibiotico para llevar a cabo
extraccion de plasmido.

4.1.3. Comprobacion de la construccion quimérica mediante secuenciacion

Se llevo a cabo la secuenciacion de las dos construcciones finales obtenidas para comprobar
que el marco de lectura era el correcto, y de la secuencia de los insertos integrados en ellos
(F7’-mVISTA-AviTag y FLAG-mVISTA-AviTag). Para la secuenciacion se utilizd el

cebador sentido T7 cuya secuencia se localiza en el plasmido pSecTag2/Hygro B (5°-

TAATACGACTCACTATAGGG-3’).
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Alineando las secuencias tedricas que se perseguian en el trabajo y las construcciones finales
generadas se obtuvo una identidad total en ambos casos, por lo que fue posible continuar con

el trabajo. Los detalles de los alineamientos se recogen en los anexos.

4.2. Expresion transitoria de las construcciones finales: cotransfeccion celular

Se llevaron a cabo dos ensayos de cotransfeccion en células adherentes de la linea HEK-
293T, empleando placas de seis pocillos (descripcion detallada en el apartado 3.4.). En uno
de ellos se utilizo la construccion quimérica pSecTag2/Hygro B-F7’-mVISTA-AviTag
(ensayo 1) y en el segundo pSecTag2/Hygro B-FLAG-mVISTA-AviTag (ensayo 2).

En ambas placas se detectd fluorescencia, lo que indica expresion de GFP y por tanto una
correcta cotransfeccion (Fig. 6). Sin
embargo, en el ensayo 2 se observo
una confluencia celular por debajo del
30%, mucho menor que la obtenida en
el 1 (75%), ademés de una elevada
tasa de muerte. Esto hizo que la
) expresion esperada de la proteina
Figura 6. Células HEK-293T control (cotransfectadas con  F[LAG-mVISTA- AviTag fuese inferior

los plasmidos pMIG-IRES-GFP y BirA). Izquierda. Ensayo
de cotransfeccion 1. Derecha. Ensayo de cotransfeccion 2. a F7’-mVISTA-AviTag.

4.3. Deteccion de proteina quimérica

Una vez completados los ensayos anteriores, se recogio el medio de los pocillos, utilizando en

cada caso dos tubos, uno para aquel procedente de la cotransfeccion con construccion

quimérica y otro para el medio control. Con dichos sobrenadantes se realizaron dos pruebas

para testar la presencia de la proteina de fusion (ver apartado 3.5.):

4 Método directo: basado en la interaccién biotina-estreptavidina para detectar el péptido
aceptor de biotina C-terminal (AviTag).

- Inmunoensayo de tipo ELISA indirecto: disefiado para detectar el epitopo (F7° o
FLAG) N-terminal mediante la interaccion de €ste con un anticuerpo especifico.

Estos métodos de deteccion son colorimétricos, permiten estimar la cantidad de molécula

problema en funciéon de un cambio en la coloracion de la solucion que la contiene, midiendo

posteriormente la absorbancia a 450 nm, es decir, son de caracter cualitativo. Los resultados

son positivos para la deteccion tanto de F7’-mVISTA-AviTag como de FLAG-mVISTA-
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AviTag por el método directo, si bien los valores de absorbancia en el caso de FLAG-
mVISTA-AviTag fueron mas bajos. Esto indica que la cantidad de proteina presente en el
medio del segundo ensayo de cotransfeccion era menor. Por el contrario, el método indirecto
resultd negativo en ambos casos, con ausencia de coloracion en los pocillos, valores de

absorban. Los resultados del método directo para ambos ensayos se recogen en la figura 7.

Método de deteccidn directo: ensayo 1 Método de deteccidn directo: ensayo 2
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Figura 7. Resultados obtenidos mediante el método de deteccion directo. En el eje de abscisas se representan
las diluciones de las dos réplicas realizadas con el sobrenadante con proteina de fusion y de las dos réplicas
realizadas con el sobrenadante control. En el eje de ordenadas se representa la absorbancia medida a 450 nm.

5. Discusion

Como se menciona en la introduccion, la coinhibicidn es un fendmeno critico en la
modulacion de la respuesta inmune mediada por los linfocitos T (Zhang y Vignali, 2016). El
homologo de PD-1 o VISTA es una proteina relativamente novedosa perteneciente a la
familia de ligandos B7 que actiia como molécula coinhibidora y cuyo receptor se desconoce
(Nowak et al., 2017).

El desarrollo de un sistema mediante ingenieria genética basado en el disefio y expresion de
una proteina quimérica recombinante que sirva para aislar y purificar el receptor con el que
interacciona cuenta con un indudable interés en el ambito de la inmunologia. La identificacion
de dicho receptor permitiria conocer con mas detalle la via de sefalizacion en la que participa
y por tanto idear estrategias mas precisas y eficaces para modular la respuesta inmune. Esto
resulta especialmente util en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, autoinmunes e
incluso en inmunoterapia frente al cancer.

Para conseguir este objetivo fue necesario llevar a cabo la sobreexpresion transitoria,
biotinilacion metabodlica especifica y secrecion de una proteina de fusion recombinante

constituida por la ECR de la proteina VISTA flanqueada por un epitopo y el péptido aceptor
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de biotina AviTag en sus extremos amino y carboxilo terminales respectivamente. Se empled
en el sistema la linea de células humanas adherentes HEK-293T.

La eleccion de la parte extracelular de VISTA en el disefio de la proteina de fusion se baso en
la estructura completa de la molécula. Descartando sus dominios transmembrana e
intracelular la proteina adquiere cardcter soluble, de modo que, a partir de un vector que
contenga la secuencia codificante para un SP adecuado, ésta puede secretarse al medio de
cultivo. Ademads, conserva el dominio IgV, que es la regiéon encargada de interactuar con su
receptor, es decir, mantiene la funcion de interés para el ensayo.

La unién biotina-estreptavidina es una de las interacciones bioldgicas no covalentes mas
fuertes, debido a la elevada afinidad que presenta. Esto hace del marcaje de proteinas por
biotinilacion un método altamente eficaz para su deteccion. La biotinilacion quimica a
menudo genera productos heterogéneos que pueden suponer un deterioro en la funcion de la
proteina marcada. Por ello en este trabajo se optd por una biotinilacion metabodlica empleando
la enzima biotina ligasa de E. coli, que es muy eficaz uniendo covalentemente biotina el
péptido aceptor AviTag (Gautier y Hinner, 2015)

Por otra parte, la eleccion del epitopo de tipo FLAG se baso en el uso extendido de este tipo
de etiquetas o tags en diversas técnicas de purificacion (Zhao Xinyu, Li Guoshun, 2013). Se
trata de un octapéptido de naturaleza hidrofilica, especialmente eficaz para aislar proteinas de
fusion (Hopp et al., 1988). Su caracter hidrofilico hace que se localice en la superficie de la
proteina, es decir, hacia el exterior, volviéndolo mas accesible a los anticuerpos. FLAG se une
a varios anticuerpos monoclonales especificos, entre los que se encuentra el anti-FLAG M2,
utilizado en este trabajo, que puede reconocer el epitopo independientemente de la posicion
de éste (Einhauer y Jungbauer, 2001). A pesar de su reducido tamafo, la presencia de FLAG
puede interferir en la funcion y propiedades de la proteina a la que se acopla. Por ello, este
trabajo se comenzo6 probando una primera construccion quimérica con una variante de siete
aminoacidos que se denomind F7’, lo cual se realizado en otros trabajos (Golding et al., 2002;
Kim et al., 2010).

Se llevo cabo una cotransfeccion de la linea celular mencionada con dos vectores, uno con la
construccion quimérica y otro con la secuencia codificante para BirA. Esta primera
cotransfeccion se desarrolld con éxito, pero en el paso final de deteccion solo se obtuvieron
resultados positivos en el método directo, es decir, se detectd la presencia de proteina
biotinilada pero no del epitopo mediante el ELISA indirecto.

Con el fin de conseguir resultados positivos para ambos métodos de deteccion, se disefio una

segunda construccidon quimérica, acoplando esta vez el epitopo FLAG en su extremo N-
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terminal, y se repitido de nuevo el ensayo de expresion. La transfeccion en este caso resultd
menos eficaz que la primera. Se produjo una elevada tasa de muerte celular, apreciable por un
elevado nimero de células no adheridas a la placa. Esto pudo deberse a la alteracion de las
condiciones durante el proceso, por ejemplo un cambio brusco de temperatura, suponiendo un
estrés que comprometio la viabilidad celular. Nuevamente se obtuvieron resultados positivos
para el método directo, si bien en esta ocasion los valores de absorbancia fueron mas bajos
con respecto al primer ensayo, es decir, se detectod proteina biotinilada pero en menor medida.
Estos resultados concuerdan con lo esperado, el reducido numero de células vivas tras la
segunda cotransfeccion se tradujo del mismo modo en bajos niveles de expresion y por tanto
una menor cantidad de proteina secretada al medio. Los resultados obtenidos del ELISA
indirecto fueron negativos. Como se comentd anteriormente, ambos epitopos son de
naturaleza hidrofilica y al menos FLAG presenta especificidad por el anticuerpo primario
empleado, luego la justificacion de los resultados negativos ha de ser otra. Teniendo en cuenta
el fracaso parcial de la segunda cotransfeccion, seria necesario repetir dicha prueba para
comprobar de nuevo la presencia de FLAG. En caso de detectarse, los resultados negativos
del primer ensayo serian debidos a una falta de especificidad del anticuerpo M2 por la
variante F7’ testada. Por el contrario, si se obtuviesen resultados negativos, €éstos podrian
deberse a una falta de optimizacion de la prueba, o a un fallo en la interaccion entre el
anticuerpo primario y el secundario empleados. Seria necesario entonces repetir el ELISA con
ambas construcciones quiméricas, probando distintas condiciones, reactivos o las cantidades

empleadas de los mismos.

6. Conclusiones

Las conclusiones que pueden derivarse de los resultados obtenidos durante el desarrollo de

este Trabajo De Fin de Grado son las siguientes:

4 Generacion exitosa de una construccién genética quimérica recombinante de la region
extracelular de la proteina VISTA o PD-1H, asi como su expresion y biotinilacion
transitorias en células de la linea HEK-293T.

4+ Deteccién de la presencia de proteina biotinilada en el medio celular, lo que indica que la
proteina de fusion es de caracter soluble y por tanto capaz de secretarse. En resumen,
destacar que el uso de esta herramienta molecular resultara util para la identificacion del
receptor de VISTA, utilizando técnicas de purificacion basadas en la interaccion biotina-

estreptavidina.
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ANEXO 1: PCR

Anexo 1.1. Superior. Reactivos utilizados en funcion del tipo de PCR, detallando los volimenes por unidad de
reaccion y la casa comercial de procedencia. Centro. Construcciones (vectores), cebadores empleados,
secuencia nucleotidica de los mismos (sintetizada por la casa comercial Sigma) y T* de hibridacion o annealing.
En negrita y subrayado se resaltan las dianas de restriccion, en morado los codones de STOP y en naranja el
triplete que codifica para el Gltimo aminoacido del epitopo FLAG. Inferior. Parametros (tiempo y temperatura)
de la PCR en funcion de la fase (desnaturalizacion inicial; ciclos de desnaturalizacion, hibridacion y extension;
extension final) y de los cebadores empleados.

PCR Taq PCR Taq proof

polimerasa Reading Pfu
Taq Buffer Regular (10X) 2,5 - Biotool
Taq Buffer Pfu (10X) - 2,5 1070078
dNTPs mix (25 mM) 0,25 GeneOne
Cebador 5°-3° (10 pM) 0,5 (5 pmoles) Sioma
Cebador 3°-5° (10 pM) 0,5 (5 pmoles) £
Taq polimerasa (5 U/pL) 0,125 - Biotools
syl - 0,25 Thermo Fisher Scientific
polimerasa Pfu (2,5 U/uL) ’
ADN molde (50-100 ng) 2 -
Agua de PCR (libre de Hasta completar un volumen final Braun Medical
nucleasas) de 25 pL
IB-313F AATAAGAAGCTTGACTACAAAGACGATGACG 67.4°C
P ACGCCTTCAAGGTCACCACTCCATAT ’
AATAAGAAGCTTGACTACAAAGACGATGACG N
D1 tmtate. | T PE Y | AC A A GCCTTCAAGGTCACCACTCCATAT i
VIST Ap GACAGCATCACGGCTGGTGGCGGTGGTAGCGG
IB-313RC CGGTGGCGGCAGCGGTGGCGGCGGCAGTGGCC 80.9°C
p TGAACGACATCTTCGAGGCCCAGAAGATCGAG ’
TGGCACGAGTAAGATATCATCTAC
pJET1.2/blunt- pJET1.2F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 74°C
VISTA pJET1.2RC | AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 68°C
IB-313F AATAAGAAGCTTGACTACAAAGACGATGACG 67.4°C
P ACGCCTTCAAGGTCACCACTCCATAT ’
IB-313F new AATAAGAAGCTTGACTACAAAGACGATGACG 67.8°C
pSecTag2/Hygro P AC GCCTTCAAGGTCACCACTCCATAT ’
B-VISTA GACAGCATCACGGCTGGTGGCGGTGGTAGCGG
IB-313RC CGGTGGCGGCAGCGGTGGCGGCGGCAGTGGCC 80.9°C
P TGAACGACATCTTCGAGGCCCAGAAGATCGAG ’
TGGCACGAGTAAGATATCATCTAC
Desnat. Hibridacién Extension
pIB-313F/pIB-
pilla?;ngF 62°C, 20
new/pIB-313RC 95°C, 1 95°C, 20 72°C, 1 72°C, 3
pJET1.2F/pJET1. o ’s
IRC 63°C, 20




ANEXO 2: Métodos de deteccion de proteina

Tabla 2.1. Superior. Protocolos de deteccion de proteina. En verde se resaltan los pasos a seguir para el método
directo, y en naranja los pasos del ELISA indirecto. El resto de pasos son comunes a ambos ensayos. Inferior.
Reactivos empleados en los protocolos y composicion.

Deteccion directa ELISA indirecto
1. Anadir en la primera columna 150 pl. de las | 1. Afadir en la primera columna y en la séptima
soluciones a testar sin diluir (1:1), y 100 pL de 150 pL de las soluciones a testar sin diluir (1:1),
PBS en el resto de columnas que se deseen utilizar y 100 pL de PBS en el resto de columnas que se
(en este caso las cinco siguientes). deseen utilizar (en este caso las cinco siguientes).

2. Diluciones 1:3 de las muestras: tomar 50 pL de las columnas sin diluir y mezclar por pipeteo con el

contenido de la siguiente. Repetir esto de forma encadenada con todas las columnas excepto con la tltima,

que se utiliza como blanco y solo tiene PBS (los 50 uL tomados de la pentltima columna se descartan).

Cubrir la placa con parafilm e incubar durante una hora a 37°C.

4. Bloqueo con PBS 1X-BSA 1%, afiadiendo 250 pL/pocillo. Cubrir la placa con parafilm y guardar en la
nevera a 4°C durante 24 horas.

5. Retirado de la solucion de bloqueo y secado de la placa (para secar, se coloca invertida y se dan toques
sobre papel absorbente).

w

6. Afadir el anticuerpo primario (Anticuerpo
monoclonal ANTI-FLAG BioM2 clon M2

6. Afadir 50 pL/pocillo solucién de estreptavidina- murino (Sigma, N°® F9291)), empleando
peroxidasa (HRP) diluida 1:5000 en PBS al 1X. diluciones en PBS 1X-Tween 0,05% 1:2000 y
Incubar 15 minutos en oscuridad a temperatura 1:5000, 50 pL/pocillo.
ambiente. 7. Incubar 1 hora a 37°C y lavar 3 veces con PBS

7. Retirar la estreptavidina y secar la placa. 1X-Tween 0,05% (200 pL/pocillo), secando

8. Realizar tres lavados con PBS 1X-Tween 0,05%, después de cada uno.

afiadiendo 200 pL/pocillo. Secar tras cada lavado. | 8. Anadir el anticuerpo secundario (IgG2a cabra

anti-raton-HRPO (Nordic Immunology, Tilburg,

Holanda)), repitiendo el paso anterior.

9. Afadir 100 pL/pocillo de solucién de revelado de la reaccion. Incubacion en oscuridad a temperatura
durante 10-30 minutos o hasta que empiece a observarse coloracion azulada en la Gltima columna (la
anterior al blanco).

10. Parar la reaccion con solucion de H,SO4 afiadiendo 50 pl/pocillo (se produce un viraje rapido del azul al
amarillo). ‘

. Refies  Composiin

5 g albumina sérica bovina (BSA) liofilizada (Sigma).

Solucion de bloqueo: PBS 1X-BSA 1% (0,5 L) | PBS 1X (dilucién 1:10 con agua destilada a partir de PBS

10X de Gibco), hasta volumen final de 0,5 L.

Estreptavidina-HRP de alta sensibilidad (BD Biosciences)

diluida en PBS-1X.

0,5 mL Tween 20 (Sigma).

PBS 1X hasta un columen final de 1 L.

25 uL de solucidon sustrato TMB (Thermo Fisher Scientific).

Solucién reveladora (5 mL) 1 pL de agua oxigenada.

Acetato sodico hasta volumen final de 5 mL.

Solucion estreptavidina-HRP 1:5000

PBS 1X-Tween 0,05% (1 L)




‘ ANEXO 3: Alineamientos

1 10 20 30 a0 50 [0 0 [ 50 100 110 120 1.31_1

Estrategia_teorica ARGCTT C'I 'ICFI'I
Const._final _F7 TGGHNACAGACACACTCCTGCTATGERGTACTGC TGCTCTGEGT TCCAGGT TCCACTGGTGACGLGHC CCAGCCHGLCAGGLGEGCGLGCCG TACG 00 11
Lonzonsus -oo-----ou.-----ou.-----ou-----;ou—-----ou------o»-----ou-------»------oo-----;ou—---;-.-.....-mﬂ-“m'mmﬁ“lﬁmllﬂbl|CM

11 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Estrategla_teorica BbIC)!CI.II:IC!‘.IIIIII lI'J TCTCTATGTGTGTCCCGAGGGACAGANTGCCACCC TCACT TGCAGEA T n:!w.cr:rn:ummcmw.nr.mcnnmlmcnlt IHCIU!'-I’G.I.-I’M'II’I:I'. TCAGC TCRCGA
Const_final F7 GGICACCACT TCTCTATGTGTGICCCGAGGGACAGAN T GCCACCCTCACC THCAGGAT TC TGLGCCCCG TG TCCRNNG ACGATGTGACC ACCTCAGC TCRCGA

BG'IEII:I:I":'IC(IIII'I'I 'IC TCICTATGTGTGTCCOCGAGGGACAGAA TGCCACCCTCACC THOAGGAT l[‘m(f[ﬁiﬁlc(“mﬂ“lﬁiw["lc lfﬂ:mﬁllﬂi"ﬂ:c TCAGC TCACGH
261 2 280 290 I00 i 1) Ize a0 a0 G0 JEG0 Im 380 90

Estrategla_teorica GGLGAGGTICCAGATGTGCAARGANCACCGGCCCATACGCARC TTCACATTGCAGCACC T TCAGCACCACGGAAGCCACE TEARAGCCARCGCCAGE CATGACCAGE CCCAGARGLA TGLGET TRGAGC TAEG
Const _(inal F7 GOGCGAGGTCCAGATGTGCAARGARCACCGGCCCATACGCARC T TCRCAT IGCAGCACCT TCAGCACCACGGAAGE CACC T GARRGECARCGCCAGCCA T GACCAGL CCCAGANGLA T GLLC TRGAGE TG
Consensus  GLGLGAGLGTCCAGATGTGCARAGARCACCGLGLCCATACGOARC TTCACAT TGEAGEACC T TCAGCACCACGLARGL CACC 1 GAARGCCARC GCCAGCCATGACCAGL CCCAGRRGER T GGG TRGAGC TRG

m A0 a10 az0 430 440 A50 AG0 aro 400 490 SO0 S10 520

Estrategla_teorica CITCIGRCCACCACGGTARCTICTC CACCL TGCEGEAR TG T GACCCCARGGGRCAGCGLEC TCTACTGRC TGTE ”“llmlll'llllll TARARRACCACCACCCRGARCARCGE T T TRCGGG TCCA TGGA
Const._final F7 CITCIGACCACCACGGTRAACTTCTCTATCACCCTRCGERAATGTGACCCCARGLGACAGCGGCCTCTACTGCTGTCTAGTGATAGAAT TAARAAACCACCACCCAGARCARCGGT TC TACGGGTCCATGRGA

Consensus CITCIGACCACCACGGTARCTTICTCTATCACCCTGCGCARTGTGACCCOCARGLGACAGLGGLCTCTACTGCTIGICTAGTGAT I'H'dl'l'l TRARARACCACCACCCAGARCARCGGT TCTRCGLGGTCCRTGGA

?2!. 530 S0 S50 S60 570 SB0 590 GO0 610 G20 630 G 650

Estrategia_teorica Gcmrnmlmmmitml:mlmmmmnmlmm GACAGCATCACGGL T
Const..final F7 GLCIACAGE ] ACAGGCAGGCARRGEL TCGGGG T CCACATGCATGHLGTCTAR T GAGCAGGACRG T GRCAGCATCACGGL T

Consensus  GCTACAGGTACAGGCAGGCARAGGE TCHGGGTCCACHTGCATGHLGTC TARTGAGCAGGACAG TGACAGCA TCACGLE 166 T GGG T 66 TAGCGGCGE T GGCGHEAGLGE T GHCGHCGGURG T GLCCTE

651 (== 670 BHO 690 700 710 720 730 790 750 760 70 80

E.erl._t. ica nTC
onst_final _F7 THTLCAGCACAG TGLELGLCCGE TCANGGAGGGCCCGARCAAAARC TCATC TCARAAAAGGATCTGARTRAGLCGCCGTCGACCATCATC
Consensus nﬁ:ﬁu:llll:rltmccmlcmlmﬁmimimc............................‘.............................u.......u......u.....

[ viana Hinarzr B Evitopo ¥7 [ vominio 1ev visTa [ pominio talle VISTA

B Gss tinker B i B codén de fin [ viana Ecorv

Anexo 3.1. Alineamiento de la secuencia nucleotidica F7-mVISTA-AviTag tedrica (superior) con la
correspondiente al inserto integrado en la construccion final pSecTag2/Hygro B- F7-mVISTA-AviTag
(inferior), realizado con el software online MultAlin (Corpet, 1988). En rojo se resaltan las bases que
presentan identidad.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Estrategia_teorics ARGCT TGACTAC 1
Const_final_FLAG GCCNATGGAGARGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGEGTTCCAGGTTCCACTGETGACGLGECCCABCCGELCAGGLGCECGCECCGTACEAAG T TGACTAL

CONBENSUS  4ouscassssssssssssnsssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssasssssssssssssnssssssAAGCTTGACTACAARGACGATGACGAL, . .6

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 290

Estrategia_teorica l:l:'l TCARGGTCACCACTCCATATTCTCTCTATGTGTGTCCCGAGEGACAGARTGCCACCCTCACCTGCAGGAT TCTGGGCCCCGTRTCCARAGGGCACGATGTGACCATC IFEHHWGTGGIREE'ICN
Const._final FLAG CCTTCARGGTCACCACTCCATATTCTCTCTATGTGTGTCCCGAGGGACAGARTGCCACCCTCACCTGCAGGAT TCTGGGCCCCGTGTCCARAGGGCACGATGTGACCATCTACARGACGTGGTACCTCAG
Conzensus CCTTCARGGTCACCACTCCATATTCTCTCTATGTGTGTCCCGAGGGACAGAATGCCACCCTCACCTGCAGGATTCTGGGCCCCGTGTCCARAGGGCACGATGTGACCATCTACAAGACGTGGTACCTCAG

?ﬁi 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 an 380 39?

Estrategia_teorica E‘lCFIILGIl[iGC(iIl[iG'l[‘.CIl[iNGTECWEHECRCEGGCCCIITFI:GI:IIHC TTCACATTGCAGCACCTTCAGCACCACGGARGCCACC TGARAGCCARCGCCAGCCATGACCAGCCCCAGARGCAT GGGL TP.I
Const_final FLAG CTCACGAGGCGAGGTCCAGATGTGCARAGARCACCGGCCCATACGCARCTTCACAT TGCAGCACCT TCAGCACCACGGARGCCACC TGARAGCCARCGCCAGCCATGACCAGCCCCAGARGCATGGGCTA
Consensus CTCACGAGGCGAGGTCCAGATGTGCARRGAACACCGGCCCATACGCARCT TCACAT TGCAGCACCT TCAGCACCACGGARGCCACC TGARAGCCAACGCCAGCCATGACCAGCCCCAGAAGCATGGGCTA

391 400 410 420 430 440 450 460 q70 480 490 500 510 520
1

Estrategia_teorica GAGCTAGCTTCTGACCACCACGGTARCTTCTCTATCACCCTGCGCARTGTGACCCCARGGGACAGCGGCCTCTACTGCTGTCTAGTGATAGAAT TARAAARCCACCACCCAGARCARCGGT TCTACGGGT
Const_final FLAG GAGCTAGCTTCTGACCACCACGGTARCTTCTCTATCACCCTGCGCARTGTGACCCCARGGGACAGCGGCCTCTACTGCTGTCTAGTGATAGART TARARRACCACCACCCAGARCARCGGT TCTACGGGT
Conzenszus GAGCTAGCTTCTGACCACCACGGTARCTTCTCTATCACCCTGCGCARATGTGACCCCARGGGACAGCGGCCTCTACTGCTGTCTAGTGATAGAART TARARRACCACCACCCAGARCARCGGT TCTACGGGT

521 530 540 550 560 570 580 530 GO0 610 620 B30 640 650

Estrategia_t [ TACAGGTACAGGCAGGCARAGGL TCGGGGTCCACATGCATGGCGTCTAATGAGCAGGACAGTGACAGCATCACGGL TEGETG
Const. f.iml.l"l.m CCATGGAGC TACAGG TACAGGCAGGCARAGGC TCGGGGTCCACATGCATGGCGTCTARTGAGCAGGACAGTGACAGCATCACGGLTE
Consensus I:Cﬂ'l(iﬁll[il:IRI:IIGGIREIIGGCREGCRRIIEGCICEGGGTEEIICHTEEHI(iﬁl:[i'll:TIIIITGRGI:IlGGREIIG'lBﬂl:llGl:Fll'I:IlCG(i!2l'GGI(iIiCGGI(iIi'll]i(l!i[iCGGTIiGCBGCIIGCGGT[iGCBGEGGCRG

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| C
ATCCAGCACAGTGGLGGCCGCTCGAGGAGGGLCCGARCARARRCTCATCTCAGARGAGGATCTGARTAGCGCCGTCGA

Estrategia_teorica

Const._final _FLAG
Consensus TEBCCTEIIF[GIII:R'I'C'|'Tl:Eﬂ.‘ﬁIICMFIIIERTCEHBTGGCNG‘FIETRMFITII'I'C......-....--....-......-.....-.....-......-....-.....-....-.....-.....-.....-.
[ piana Hinarr [ Epitopo FLAG O pominio 1gv visTA [ pominio talle VISTA
B Gs3 tinker B i B codon de fin O piana Ecorv

Anexo 3.2. Alineamiento de la secuencia nucleotidica FLAG-mVISTA-AviTag teorica (superior) con la
correspondiente al inserto integrado en la construccion final pSecTag2/Hygro B-FLAG-mVISTA-AviTag
(inferior), realizado con el software online MultAlin (Corpet, 1988). En rojo se resaltan las bases que
presentan identidad. El inico triplete que no alinea aparece recuadrado vy se corresponde con las lltimas bases



