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0.1. Lista de abreviaturas

AP-1
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CpG-DNA
DNA
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IFN-3
ICAM-1
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LPS
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MIC-A.B
MMP
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OD

Activator protein 1
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Islas de CpG, regiones de DNA con una mayor frecuencia de CGs
Acido desoxirribonucleico
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Interferén g
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Inductble nitric oxide sinthase

IFN-y inducible protein 10

Interleukin-1 receptor-associated kinase

Interferon regulatory factor 3

Lipopolisacarido

Repeticiones ricas en leucina

Patrones moleculares asociados a microorganismos
Complejo principal de histocompatibilidad

Homéologos del complejo principal de histocompatibilidad
Metaloproteinasa de matriz

RNA mensajero

Myeloid differentiation primary response gene 88

Facter Nuclear « B

Natural Killer Group 2

Densidad &ptica




RANTES

r'TLR2

SHP-1

SIGIRR

S0CSs

sTLR2

Str-HRP

TACE

TIR

TNF-o

TRIF

VCAM-1

VIH

Regulated on activation, normal T-cell expressed and secretec
Acido ribonucleico

Proteina recombinante de TLR2

SH2Z domain-containing protein tyrosine phosphatase 1

Single immunoglobulin and foll-interleulkin 1 receptor domain
Familia de proteinas supresoras de sefializacion por citoquinas
Formas soluble del receptor tipo Toll 2

Estreptavidina HRP

Enzima convertidora de TNF-a

Dominio Toll-IL-1R

Receptor tipo Toll

Factor de necrosis tumoral o

TIR-domain-containing adapter-inducing IFN-8

Vascular cell adhesion molecule 1

Virus de Inmunodeficiencia humana



Resumen

Los receptores tipo Toll (TLRs) son proteinas transmembrana capaces de unir pa-
trones moleculares asociados a microorganismos. La activacién de estos receptores
conduce al desarrollo de la respuesta inmune innata al desencadenar la produccién
de citoquinas pro-inflamatortas tales como TNF-w, IL-6 e IL-12. Todos los TLRs tlenen un
dominio intracelular de sefializacién TIR (Toll-IL-1R domain) presente también en las
proteinas de Ia familia del receptor de IL-1 (Il-1R). La especificidad de Ios TLRs por sus
ligandos y el reclutamiento de diferentes proteinas intracelulares que acfivan la via
de senallzacién posibilitan variadas respuestas inflarnatorias de acuerdo con 12 natu-
raleza del patdgeno, Sin embargo, 1a respuesta inflamatoria inducida puede legar a
ser destructiva para el propio huésped, lo que subraya la importancia de mecanismos
de regulacién negativa de la misma. Las formas solubles de algunos TLRs (sTLR2, sTLR4)
han sido identificadas. Estas formas sclubles son incapaces de gatillar cascadas de
senalizaci6n intracelilares y pueden atenuar la respuesta inmune tras competir con
sus homologos de membrana por sus ligandos. La capacidad de las formas de sTLR2 de
atenuar la produccin de citoguinas proinflamatorias se ha demostrado in vitro. La me-
dicion de los niveles de sTLR2 en enfermedades directamente asociadas al desequilibrio
de la respuesta inflamatoria (enfermedades inflamatorias intestinales, artritis reuma-
tolde, lupus, etc) puede esclarecer el papel de sTLR2 en la modulacién de Ia respuesta
inmune. En base a estos antecedentes el objetivo general de este seminario de titulo de
biotecnologia fue establecer las condiciones para desarrollar un ELISA de captura para
STLRZ. Los objetivos especifices fueron: 1. Establecer las condiciones necesarias para
la medicién de sTLR2 en plasma por ELISA de captura, y 2. Disefiar herramientas que
permitan el desarrollo de una proteina recombinante de TLR2 humano para ser utiliza-
da en la curva de calibracién del ELISA de captura. Se logré el desarrollo del ELISA de
captura con una curva estandar entre 20 y 320 ng/mL de proteina recombinante de
TLR2 (TLR2). En plasma, se observo interferencla en la deteccién de 1TLR2, que subraya
la necesidad de aplicar un tratamiento previo a las muestras para lograr medir sTLR2
endogeno. Por otro lado, se amplificé por PCR 1a secuencia codificante de TLR2 humano,
con los sitios de restriceidn necesarios para su incorporacion en el vector de expresion
bacteriano pET-21(a)+. El ensayo logrado durante este seminario permitira la medicién
de stR2 en enfermedades inflamatorias o autoinmunes para ampliar la comprension
de éstas enfermedades y, con esto, desarrollar terapias de nueva generacién enfocadas

en la actividad de TLR2.



Absiract

Toll-like receptors (TLRs) are fransmembrane proteins capable of sensing Microor-
ganisms Associated Molecular Patterns. Their activation triggers pro-inflammatory
cytokines production such as TNF-a, IL-6 and [L-12, thus starting the innate Immune re-
sponse. All the TLRs show an intracellular signaling TIR (Toll/IL-1R} domain which is also
present in IL-1R-like proteins. The TiRs specificity about their ligands and the different
tntracellular proteins that induce the signaling pathway, ensures distinct inflammatory
responses according with the pathogen’s nature. However the inflammatory response
can become destructive to the host. This posibility undeslines the importance of the
negative regulation of inflammation. Soluble forms of TLRs (STLR2, 5TLR4) had been iden-
tified. The soluble forms, even though they can not trigger the intracellular signaling
cascade, could down-regulate the immune response by sequestering ligands of the
membrane attached TLRs, It had been demonstrated the ability of sTLR2 to down-regulate
the production of pro-inflammatory cytokine in vitro. The measurement of the sTER2
levels in diseases asociated with inflammatory unbalanced response (inflammatory in-
testinal diseases, arthritis, lupus) may clarifyr the role of sTLR2 in the immune response
modulation. The general alm of this biotecnology title seminar was to standarize the
necessary conditions for the development of the sTLR2 capture ELISA. The specific abje-
tives were: 1. To set up the necessary condition to measure plasma sTLR2 by capture
ELISA anid 2. To design the teols that allows a TLR2 recombinant protein development to
be used for the capture ELISA standar curve. A capiure ELISA with a standar curve be-
tween 20 and 320 ng/mU of TLR2 recombinant protein (TLR2) was achieved. Interference
in fR2 detection was observed in plasma, highlighting the need for a previous treat-
ment to the samples that allows endogenous sILR2 measurement. Cn the other hand,
a human TLR2 coding sequence was amplified by PCR with the resirictions sites endigs
needed for its insertion in the bacterial expression vector pE-21a(+). The assay achieved
during this seminar allows the measurement of sTIR2 in inflammatory or autolmmune
diseases, usefull for the comprehension of these diseases and for the development of

therapies of new generation focused in TLR2 activity,



1. Introduccion

1.1. La familia de receptores tipo Toll

Los receptores tipo Toll (1lRs) se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
animal’, y se estudian a fondo en las células del sistema inmune de los mamiferos.
Comprenden una familia de proteinas que reconocen patrones moleculares asociados
a microorganismos (MAMPs). Los TiRs se ubican en la membrana celular o de endosomas
[AHMAD-NEJAD Y COL. 2002]. Poseen un dominio de sefializacién, el dominio 7R {Toll/IL-
1R domain), que estéd presente también en la familia de proteinas del receptor de IL-1.
Tras la activacién del LR, se activa una via de sefializacién intracelular, a través del domi-
nio TR, que conduce a la traslocacién de factores de transcripcién al nuicleo. Como con-
secuencia de la activacién transcripcional de numerosas citoguinas pro-inflamatorias,
tales como el factor de necrosis tumoral o (INFo) e IL-18 [KAWAI Y AKIRA, 2006], Jos TtRs
protagonizan el inicio de la respuesta inmune innata [AKIRA Y COL. 2006].

Reminiscencias de un pasado numeroso. A diferencia de los receptores clonales de
linfocitos, los TLRs estdan codificados en la linea germinal. Una amplia variedad de estos
receptores fue heredada por los ancestros cefalocordados, carentes del repertorio linfoci-
tario [COOPER Y ALDER, 20086]. A lo largo de la transicién evolutiva entre invertebrados y
vertebrados, el ntimero de TLRs codificados por especie ha disminuido [COOPER Y ALDER,
2006].

En el genoma del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus 222 genes de TiRs han
sido estudiados [HiBINO Y coL. 2008]. El anfioxo Branchiostoma floridae del grupo ce-
falocordado, posee 42 genes codificantes de TiRs [COOPER Y ALDER, 2006]. En contraste,
s6lo 10 representantes de los TiRs han sido identificados en humanos [ROCK Y COL. 1998;
CHUANG Y ULEVITCH 2000, 2001; TAKEDA Y AKIRA 2005]. También en el linaje inverte-
brado, Drosophila y €l mosquito Anopheles expresan un numero similar de TlRs (S y 10
respectivamente) mas vinculados con procesos del desarrollc que con el sistema immune
[ZHENG Y coL. 2005].

Pese g la variabilidad en el niimero de TIRs por especie, en los mamiferos el dominio

1Se ha mostrado la presencia de TLRs en la mayoria de los clados del subreino eumetazoa, con excepelén
del filum platelminto, Se han hecho estudios funcionales en hurmnarie, ratén, nematodo y mosca [LEULIER Y
LEMAITRE, 2008].




de unién a ligando comparte el mismo patrén estructural. Mas atin estas proteinas

mantienen homologia en el dominio intracelular de sefializacién TR.

Dominio de unién a ligando. La regién de los TIRs que une a los respectivos MAMPs,
esta formada por un conjunto de repeticiones ricas en leucina (IRRs), que son moédulos
altamente conservados de 24 aminocacidos [BELL Y ¢OL. 2003}, Los LRRs constituyen an-
damios que al combinarse forman variades dominios responsables del reconocimiento
de diferentes MAMPs, El ectodominio de los TLRs se compone de 19 a 24 LRRs, formando un
largo solenoide, que se curva como herradura, ofreciendo una amplia superficie céncava
gl ligando. La unidén del ligando normalmente implica interaccién homo o heterodimé-
rica entre TRs a través del ectodominio, Por eJemplo los lipopéptidos tri-acilados son
reconiocidos por el heterodimero TLR2-NR1, mientras que los lipopéptidos di-acilados son
reconocidos por TLR2-TLRé [ALEXOPOULOU Y COL. 2002; MORR Y COL. 2002; JIN Y COL.

2007],

Dominio de sefializacién. En la region intracelular de los TRs se ubica el dominio
TR, responsable de la sefializacion. El dominio TIR estd formado por una hoja-g central
rodeada de o-hélices. Las inserciones y deleciones en las secuencias que codifican los
bucles que conectan estas estructuras secundarias, denominadas BB o DD, hacen variar
el tamanio del dominio TIR entre las diferentes proteinas que lo poseen [XU v coL. 2000].
Estas comprenden los TiRs, los receptores tipo 1I-1R y las proteinas citoplasmadticas que
estan intimamente involucradas en la via de sefializaién de los TLRs, denominadas protei-
nas adaptadoras [DUNNE Y O'NEILL, 2003]. La unién del ligando a formas oligoméricas
de los TiRs puede desencadenar cambios conformacionales que conducen al acercamiento
de sus dominios TIR como es el caso de la activacion de TLR9 [LATZ Y coL. 2007]. La impor-
tancia de la interaccién TIR-TIR radica en gue se trata de un proceso especifico y por tanto
cada dimero de TIRs recluta a una plataforma de adaptadores citoplasmdticos diferente

[C'NEILL Y BOWIE, 2007].




1.2. Diferentes respuestas de acuerdo a la naturaleza del patégeno

La participacién de diferentes proteinas en la via de sefializacion de los TiRs, posi-
bilita respuestas variadas de acuerdo a la naturaleza del patégeno. Cada respuesta es
iniciada por la unién de los MAMPs por parte de los TLRs. Por ejemplo TiR2 es especifico
en el reconocimiento de Acidos lipoteicoicos, lipoproteinas y peptidoglicano de bacterias
gram-positivas, y por ende es critico en la induccion de 1a respuesta inflamatoria a este
tipo de estimulos [ECHCHANNAOUI Y COL. 2002]. Por otro lado TLR4 inicia la respuesta del
huésped frente a bacterias gram-negativas, reconociendo LPS [POLTORAK Y COL. 1998].
Un amplio grupo de patégenos flagelados son reconocidos por TLR5, a través del recono-
cimiento de la proteina flagelina del flagelo bacteriano [HAYASH! Y coL. 2001}

Un grupo diferente de 1LRs es responsable de la sefializacion frente al reconocimiento
de DNA o RNA viral. TIR? reconoce CpG-DNAZ presente en citomegalovirus [KRUG Y COL.
2004}, y en herpes simplex virus tipo 1y 2 [HOCHREIN Y COL. 2004; LUND Y coL. 2003].
TLR3 y TLR7 ubicados en la membrana de endosomas, son necesarios para la respuesta a
RNA de hebra simple y doble, respectivamente [ALEXOPOULOU Y COL. 2001; DIEBOLD Y
coL. 2004].

Via dependiente de MyD88, Via Trif. Cuando un TR determinado reconoce el respec-
tivo MAMP, proteinas adaptadoras que vinculan quinasas intracelulares al receptor, son
reclutadas al dominio TIR. La proieina adaptadora MyD88 (Myeloid differentiation primary
response gene 88) media la interaccién con serina-ireonina quinasas de la familia IRAK
{(Interleukin-1 receptor-associated kinase) que conduce a la activacién de los factores de
transcripeion NF-«B y AP-1 (Activator protein I) principalmente. Una via de sefnalizacién
alternativa para los TLRs fue descrita, MyD88-independiente, en la que el adaptador TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing IFN-g) media la interaccién con quinasas que
no pertenecen a la familia IRAK. La via MyD88-independiente activa al factor IRF-3 (Interferon
regulatory factor 3} y al factor NF-«B [KAWAI Y AKIRA, 2006].

Factores NF-xB e IRF-3. La activacion de los factores de transcripcién inducida por

los TLRs, promueve su traslocacion al nticleo y la transcripeién de genes que participan

2Los motivos de CpG-DNA se encuentran abundantemente en el genoma de bacterlas. El CpG-DNA en
vertebrados es mucho menos abundante y suele estar metilado, por lo que Hene poca capacidad inmunogénica
[SCHWARTZ Y COL. 1997].




de la inflamacién.

El factor iRF-3, una vez en el nucleo activa la transcripeion de IFN-g, IP-10 (IFN-y inducible
proteln) y RANTES {regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted) [MCWHIR-
TER Y COL, 2004]. Ademas IRF-3 en combinacién con IRF-7 son esenciales para la induccién
de los niveles de mRNAs de la familia IfN-o que se observa tras infeccién con virus [SATO Y
coL. 2000].

La traslocacion al micleo de NF-xB desencadena la transcripeién génica de numerosas
citoquinas proinflamatorias, tales como MNF-«, 115, 112, -6, ademds de quimioquinas y
enzimas inflamatorias, por ejemplo INOS (inducible nitric oxide sinthase) [BARNES Y KaA-
RIN, 1997]. La activacion de NF-«8 se ha vinculado también con la expresién de moléculas
que participan en la adhesion y extravasacion de leucocitos, tales como E-Sslectina, VCAM-1
e [CAM-1 {CHEN Y cOL. 1995]. En conjunto con AP-1, NF-«B induce la expresion de la meta-
loproteinasa de matriz MMP-9 que participa de la remodelacién de la matriz extracelular
[YokoO Y KITAMURA, 1996], y es necesarla para la migracién de leucocitos al sitio de

inflamacién [RENCKENS Y cOL. 2008].

Efectos a nivel celular, La activacién de los TLRs favorece la maduracion de las células
presentadoras de antigenos, caracterizada por un aumenio en la expresion de MHC clase
II [KAMON Y COL. 2008], y de las moléculas coestimulatorias CD-40, CD-80 y CD-86 [HOEBE
¥ COL. 2003]. Es decir, los TLRs también participan del inicio de la respuesta inmune
adaptable.

Ademas en macrofagos se ha observado deficiencias en la fagocitosis y en 1a madura-
ci6én del fagosoma en ausencia de sefializacion via TLRs [BLANDER Y MEDZHITOV 2004].

En conclusién, los TiRs adoptan un rol preponderante en el inicio de Ia respuesta

inflamatoria, y cooperan con la induccién de la respuesta celular adaptable.

1.3. La inflamacion y su conirol

La Inflamacion es un mecanismo de emergencia para reestablecer la funcionatidad
de un tejido, en circunstancias en que la entrada de agentes patégenos o el dafio por
frauma, sobrepasan la capacidad natural del tejido de mantener la homeostasis.

Durante el proceso inflamatorio se producen importantes cambios locales en el si-




tio de injuria y a nivel sistémico en cuanto a la distribucién de los leucocitos y a la
concentracion de proteinas plasmaticas importantes en la defensa del organismo.

Cuando el agente patégeno entra en el tejido periférico, las células locales producen
mediadores quirnicos, tales como quimioquinas, TNF-« e IL-1, que por un lado alteran la
cirulacién sanguinea cercana, aumentando el flujo vascular y la permeabilidad de los
capilares, y por otro inducen la migracién de células fagociticas hacia el sitio de injuria.
Neutrofilos y monacitos llegan al sitio local desde 1a circulacidn sanguinea interactuando
con moléculas de adhesién y factores quimiotdcticos. Una vez en el tejido fagocitan gran
parte de las bacterias y protozoos que penetran las barreras epiteliales.

Como consecuencia del aumento de la permeabilidad de los vasos, en el sitio de
injuria se distingue ademés un exudado, responsable del aumento de volumen, que
contiene proteinas plasmaiticas. Entre éstas se encuentran los factores del complemento
que al activarse forman un complejo de ataque a las membranas celulares y, por otro
lado, generan péptidos con aceiones proinflamatorias®.

Sé6lo una vez que el agente patégeno se ha eliminado, y los restos celulares han sido

reabsorbidos, se inicia la regeneracién o cicatrizacion del tejido.

Efectos colaterales de la inflamacidn. Una vez en el {¢jido, neuwirdfilos y macréfagos
son activados por patdgenos a través de receptores que reconocen MAMPs, incluyendo
a los TRs. Esta activacion celular induce la produccién de sustancias que promueven
la destruccién de los patogenos fagocitados, tales como especies reactivas de oxigeno y
dxido nitrico. Cuando estas células son fuertemente activadas, liberan esias sustancias
causando darfio también en el tejido del huésped.

Asimismo, los niveles de las proteinas del complemento y fibrindgeno plasmatico, que
participan de la opsonizacidn de patégenos, son inducidas por citogquinas proinflama-
torias. Sin embargo, en casos extremos de infeccién, tal como sepsis, estas proteinas
participan de 1a coagulacion intravascular diseminada y la falla multi-organica, que fi-
nalmente produce la muerte [ABBAS Y LICHTMAN 2003].

Por lo tanto la inflamacién €s una respuesta agresiva coritra ¢l patdgeno, sin embargo,

tiene consecuencias autodestructivas. De esto se désprende la necesidad de controlarla,

3(C3a y C5a producen degranutacién de células cebadas con liberacién de histamina, C5a también es factor
quimiotactico de granulocitos y macréfagos.




una vez que €l sistema inmune ha eliminado la infeccién [NATHAN, 2002], posibilitando

la reparacion del tejido.

Falla en la regulacién negativa de la respuesta inflamatoria. En multiples instan-
cias del desarrollo del estado irflamatorio y también duranie su mantencion, existen
mecanismos de regulacién negativa. Cuando estos mecanismos fallan, la efectividad de
1a respuesta inflamatoria tiene consecuencias devastadoras para el organismo.

Un ejemplo de esta condicién exirema lo constituyen los ratones con deficiencia o
ausencia en la expresién de la proteina intracelular tirosina-fosfatasa sHp-1 (SH2 domain-
containing protein tyrosine phosphatase), gue participa en la regulacién negativa de la
sefializacion de los receptores antigénicos en linfocitos B y T [PLAS Y THOMAS, 1998]. La
ausencia de SHP-1 en el raton conduce al desarrollo de muiltiples lesiones inflamatorias
que incluyen neumonitis, y que producen la muerte por falla pulmonar [SHULTZ Y COL.
1997].

Otro ejemplo lo representa un integrante de la familia de supresores de sefializacion
por citoquinas (SOCS), SOCS-1, que inhibe la respuesta celular a muiltiples citoquinas,
entre ellas, I-6 e IFN-y. El ratén deficiente para SOCS-i muestra alto grado de infiltracién
de monocitos en varios 6rganos y degeneracioén de las células parenquimatosas en el
higado, muriendo antes de alcanzar las ires semanas, [STARR Y COL. 1998].

Dentro de la via de sefializacién de los TLRs también existen varios reguladores negati-
vos. SIGIRR (Single immunoglobulin and toll-interleukin 1 receptor domain) es una proteina
de membrana que contiene un dominio TIR semejante al del receptor de IL-1 tipo I (L-1RD)
[THOMASSEN Y COL. 1999]. Su sobreexpresién in vitro inhibe la activacién de NF-xB media-
da por IL-1 e [L-18. Ademas el ratén deficiente de SIGIRR presenta dificultad para sobrevivir
a una inyeccion peritoneal de LPS, que conduce a una respuesta inflamatoria aumentada
en pulmén y colon [WALD Y coL. 2003]. Por otro lado, MyD88s es una isoforma trunca-
da de MyD88 que no es capaz de fosforilar a IRAK. Por esto, MyD88s se comporta como un
inhibidor dominante negativo de la activacién de NF-«B inducida por LPS e IL-1 [JANSSENS
Y cOL. 2002]. Dentro de la familia IRAK también existe un regulador negativo de la via
de sefializacién de los TLRs, IRAK-M. Macrifagos derivados del raton deficiente en IRAK-M

muestran un aumento en la produccién de IL-6, IL-12 y TNF-o cuando son estimuladas con




ligandos de TLRs [KOBAYASHI Y COL. 2002],

1.4. Formas solubles de proteinas de membrana

Cuando una proteina de membrana es producida también como forma soluble, es
posible que la forma soluble mantenga integro el dominio de interaccién, ya sea con
ligandos, sustratos, o con otras protfeinas. Cuando la region extracelular de la proteina
de membrana mantiene su actividad bicl6gica las consecuencias de la proteina anclada
en la membrana, o de la forma soluble son drasticamente diferentes [MURPHY Y COL.
2008].

En efecto, 1a accién localizada de una proteina de membrana que participa de sefiall-
zacidn juxtacrina, se vuelve por el contrario una acci6én sistémica en el caso de la forma
soluble, al poder participar ahora de la sefializacion paracrina [EHLERS Y RIORDAN, 1991;
MASSAGUE, 1990; KRIEGLER Y COL., 1988].

Mas aun, en el caso de proteinas receptoras, la forma de membrana y la forma solu-
ble desarrollan en ocasiones papeles antagénicos. El receptor de membrana, al unir el
respectivo ligando, produce cambios que inician la sefializacién respectiva en la célula.
En contraposicion, la forma soluble del receptor, puede secuestrar al ligando bloqueando

la sefializacién del receptor de membrana.

Ejemplos de participacién de formas solubles. La potente citoquina proinflamatoria
TNF-a, se encuentra en la célula como proteina de membrana. Su actividad a nivel sisté-
mico es desencadenada ripidamente cuando es clivada desde la superficie de la célula
por la enzima convertidora de TNF-« (TACE). Se describe también que los receptores de TNF-z,
(TNF-aRA, TNF-aRR) en la membrana celular, son clivados de modo de detener la sefializacién
proinflamatoria, que de otro modo conduce al shock séptico [SMOOKLER Y cOL., 2008].
Por otro lado, la apoptosis via FAS/FASL es induclda en las células tumorales por linfo-
citos T efectores. El receptor del Natwrul Killer Group 2 (NKG2D) participa de la activacién
de células NK y de la coestimulacion de linfocitos T efectores, al unir a sus ligandos
MIC-A y MiCB (homélogos del complejo mayor de histocompatibilidad} que se expresan,
entre otros, en epitelios tumorales. Sin embargo, el aumento en los niveles circulantes

de la forma soluble de MIC-A producida por el clivaje de éste desde la superficie de las




células tumorales, reduce la expresion de NKG2D en linfocitos. Asi mientras que MIC-A en
membrana potencia la actividad anti-tumoral de los linfocitos, la produccién de la forma
soluble sMIC-A) contribuye a la evasién tumoral de la respuesta inmune [GROH Y COL.
2002].

Formas solubles de los receptores tipo Toll. Recientemente, se identificaron las for-
mas solubles de algunos de los receptores tipo Toll (TLR2 en humano, silR4 en ratén)
[LEBOUDER Y CoOL. 2003; Iwami ¥ coL, 2000]. Las siLRs podrian atenuar la respuesta
inflamatoria de una manera similar a Io que se observa en Ia sefializacién por citoqui-
nas [MANTOVANI Y cOL. 2001], donde fragmentos del receptor de membrana, incapaces
de desencadenar la sefializacién intracelular, unen de todas formas a sus respectivos
ligandos disminuyendo la probabilidad de encuentro de éstos con los receptores unidos
a membrana.

Hasta el momento se han identificado 6 formas de sTLR2 en plasma y leche materna hu-
mana; 3 de ellas (de 83, 70 y 66 kDa)* son producidas a partir del receptor de membrana
[LEBOUDER Y COL. {2003]]. Sin embargo, se desconoce el mecanismo que las genera. El
gen de TIR2 humano se ubica en el cromosoma 4 y se compone de 3 exones. El exén 3,
presente en todas las variantes de splicing descritas [HAEHNEL Y COL. 2002], contiene
la regidn codificante para la proteina de 784 aminoicidos, El dominio extracelular, res-
ponsable de la unién al ligando contiene 22 LRRs (580 aminodcidos aproximadamente)
[JIN Y coL. 2007}, en el N-terminal de la proteina. Las distintas formas de sTLR2 también
corresponden a diversos fragmentos de la regién N-terminal de TLR2, por lo que podrian
ser capaces de unir a los ligandos de TLR2,

Particularmente, el suplemento de sTLR? recombinante atenia la produccion de cito-
quinas proinflamatorias in vitro [LEBOUDER Y COL. (2003}]. El suero de sujetos infectados
con VIH [HEGGELUND Y COL. 2004] y de pacientes tras haber sufrido infarto agudo al mio-
cardio [UELAND Y COL. 2008] presentan bajos niveles de sTlR2, Estos bajos niveles de sTLiR2
tendrian un papel importante en la patogénesis de estas enfermedades, sin embargo, la
significanicia bioldgica o clinica de siLR2 atin no ha sido demostrada.

De acuerdo con el modelo planteado en Figura 1, 1a disminucién de los niveles de sTLR2

4La proteina expresada como receptor transmembrana es glicosilada y presenta M, de 110 kDa [YanG Y
CcoL. 1999],
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Figura 1: Papel potencial de sTLR2 en la respuesta inflamatoria.

En la figura se presenta el modelo de la capacidad de sTLR2 de atenuar la respuesta inflamatoria.
En a), los ligandos se encuentran con TLR2 en la membrana celular, iniciando la cascada de sefa-
lizacion intracelular que produce la respuesta inflamatoria. En b), sTLR2 en el espacio extracelular
une a los ligandos de manera que estos no puedan ser reconocidos por los TLR2 de membrana, lo
que disminuye la sefializacién intracelular proinflamatoria.

facilita la activacion via MAMPS de las células, lo que refuerza el estado inflamatorio en
enfermedades inflamatorias crénicas como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.
Asimismo, se podria atenuar la inflamacion durante la fase activa de estas enfermedades
mediante la administracion de sTLR2.

La determinacion de los niveles de sTLR2 en otras enfermedades, directamente asocia-
das al desbalance de la respuesta inflamatoria, puede esclarecer el papel de sTLR2 en el

desarrollo de este desbalance.
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1.5. Determinacion de sTLRZ2 en plasma

Para la determinacién de proteinas de plasma existen dos metodologias tradiciona-
les: western blot y ensayo inmunoenzimético en fase s6lida® {ELSA), Cuando mas de una
forma de la proieina es detectada en el ensayo, s6lo western blof permite diferenciar
por tamaiio las diferentes formas. Sin embargp, para la cuantificacién medianie western
blot, se necesita la comparacion con una proteina referencia de la muestra puesto que
la intensidad de las bandas tiene escasa reproducibilidad. Para determinaciones cuan-
titativas en plasma, donde no existe una buena proteina de referencia o de expresién
constitutiva, es preferible el ELSA acompafiado de una curva de ecalibracién con un es-
tandar de la proteina. La sensibilidad del ELISA permite medir proteinas tipicamente en
el rango de ng/mL a pg/mL, que representa la concentracién biolégica de numerosas
citoquinas plasmaéticas [ANDERSON Y ANDERSON, 2002},

Se ha logrado medir las sTLR2 presentes en plasma humane de sujetos normales o tras
haber sufrido infarto agudo al miocardio, a través de ELISA de captura [UELAND Y COL.
2006]. Esta modalidad de ELISA consiste en la adsorcion en el pocillo de una placa de un
anticuerpo especifico contra la proteina a medir, denominado anticuerpo de captura, y
que, una vez que se aplica la muestra, retiene en la fase sélida al antigeno. Un segundo
anticuerpo especifico contra un epitopo diferente de la proteina es usadoe para la detec-
ci6n. De este modo, se suprimen los efectos de la matriz del plasma durarnte la deteceién,
que interfieren sélo en la reaccion entre el anficuerpo de captura y el aniigeno. Por el
momento no existe en el comercio un kit de ELSA para la deteceldn de sLR2.

En el presente seminario de titulo se desarroll un ELISA de captura para la medicién
de sTLR2 humano que posteriormente serd de utilidad para determinar los niveles de sTLR2
en el plasma de sujetos controles y pacientes con enfermedades asociadas al desbalance
de la respuesta inflamatoria 6. Por otro lado, se propuso la estrategia para desarrollar

una proteina recombinante de 1LR2, requerida para la cuantificacién del ensayo.

8 Enzime linked {mmunosorbent assay
SColitis Ulcerosa, enfermedad de Crohn, Asma.
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1.6. Objetivos

Objetivo general Establecer las condiciones dptimas de un ELISA de captura para iden-

tificar sTR2 humano,

Ohjetivas especificos

1. Establecer las condiciones necesarias para la medicion de sTLR2 en plasma por ELISA

de captura:

a) Seleccionar los anticuerpos, sistema de deteccién y proteina de bloqueo para

ELSA de captura, que permitan una medicidn con baja inespecificidad.

b) Seleccionar una proteina recombinante de TLR2 que sirva para la confeccién de

una curva estandar,

¢) Determinar las concentraciones de anticuerpos que permitan desarrollar las

condiciones para medir la proteina sTiR2.
2. Disefiar herramientas para el desarrollo de una proteina recombinante de TIR2:

a) Comprobar si el plasmidio pFLAG-CMV-1-TLR2 contiene inserto de 2,3kb a través

de ensayo de restriccion.

b) Comprobar si el inserto codifica para T1R2 humano a través de secuenciacién y

andlisis bioinformatico.

¢) Amplificar la secuencia codificante de TLR2 y agregarle sitios de resiriceién para

su insercion en el vector de expresion pET-21a(+).
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2. Materiales y Métodos

2.1. ELISA de captura

Placas, anticuerpos, proteinas y reactivos. En todos los ensayos se utilizaron placas
Nunc® Inmunosorp, de fondo tipo F {Plano) MaxiSorp®, de 96 pocillos. Para los ELI-
SAs de captura se usaron como anticuerpos de captura anti-TLR2 eBloscience™ clon
TL2.1 #14-9922 y R&D Systems, Inc. #AF2616, y como anticuerpo de deteccion R&D
Systems, Inc. #BAF2616. Se us6 BSA fraccién V de Winkler Lida. El sustrato 3,3',5,5™
tetrametilbenzidina {TMB) y la enzima estreptavidina-HRP (Str-HRP) fue de SIGMA®(T
2885, S2438). Proteina recombinante de TLR2 humano {TLR2) fue de R&D Systems,
Inc, #2616-TR.

Tampones y Soluciones.

Tampén PBS: NaH,PO, 0,02M, Na;HPO, 0,08M, NaCl 1,5M, pH 7,4.

Tampoén carbonato: NapCO3 0,1M, NaHCO; 0,1MpH 9,2,

Solucién de lavado: PBS con Tween® al 0,05% v/v.

Solucién de blogueo: PBS con BSA al 1% p/v, o con proteina de soya al 0.5% p/v
Tampén clirato-fosfate: NaH,PO; 0,1M, NazCgHsO7 0,05M, pH 5,0.

Sustrato de HRP: 10% v/v de DMSO, 0,01 % p/v de TMB, 0,006 % v/v de HoO, en tam-
pon citrato-fosfato.

Protocolo general. La Figura 2 muestra el orden utilizado de los anticuerpos, antigeno
v la enzima en este tipo de ensayo.

En primer lugar, el anticuerpo de captura anti-TLR2 es diluido entre 1,75y 5 pg/mL7?
en tampén carbonato. Enseguida, 100pL de esta dilucién son aplicados por pocillo ON a
4°C para adsorber €l anticuerpo de captura al pocillo. A continuacion se realizan 2 lava-
dos (para cada lavado se utilizé 400uL por pocillo de solucién de lavado, con agitacién
por 30 segundos) y se agregan 200 uL de solucién de bloqueo por 2 horas a 37°C. Si-

guiendo, se lava 3 veces y se agregan 100 uL de muestra o r'TLR2 en solucién de bloqueo

7Las concentracicnes de los anticuerpos usadas se informan en Seccién 3, Resnltados.
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Figura 2: Diagrama del ELISA de captura.

Se esquematiza el orden de los elementos del ensayo. Al fondo del posillo se adsorbe el anticuerpo
de captura (azul) y la proteina de bloqueo (café). El analito (amarillo) queda unido al anticuerpo de
captura, y une al anticuerpo de deteccién biotinilado (rojo). Finalmente, la enzima estreptavidina-
HRP (verde) se une al anticuerpo de deteccion.

por 2 horas a 37°C. Continuando, se lava 4 veces y se adiciona el anticuerpo policlonal
contra TLR2 conjugado con biotina (#BAF2616) diluido entre 10 y 250 ng/mL en 100 uL
de solucién de bloqueo por 1 hora a 37°C. Se lava 4 veces y se agrega Str-HRP, dilucion
1:200, en 100 uL de solucién de bloqueo, por 40 minutos a 37°C. Finalmente se lava 5
veces y se aplica 100 pL de sustrato de HRP. La reaccion se detiene a los 45 minutos con
50 ;L de HoSO,4 2N, vy se registra la densidad éptica (OD) a 450 nm, con referencia a 550
nm en equipo Bio-Rad modelo 3550 microplate reader.

Obtencién de muestras. Sangre de sujetos normales fue colectada en tubos de co-
leccién de 6,0 mL al vacio con EDTA (BD VACUTAINER® K2 EDTA 10,8 mg). Se cen-
trifugaron las muestras por 5 minutos a 5000 rpm, y se recuperd el plasma desde el
sobrenadante. Para el almacenamiento los plasmas fueron refrigerados a -20°C hasta su

utilizacion.

2.2. Avance en el desarrollo de TLR2 recombinante

Anilisis de secuenciacién. El plasmidio pFLAG-CMV-1-TLR2? fue enviado a Macrogen
Inc. para secuenciacién parcial con partidor universal para CMV. Para el alineamiento

de secuencias se utilizé el programa CLUSTALW del European Bioinformatics Institute®.

8Donado por Dr. Mantovani [WANG Y COL. 2001].
9nhttp://www.ebi.ac.uk/clustalw
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Etapa | funcién | temperatura {°C] | tiempo (s) |
1 denaturacion 96 120
2 denaturacion 95 20c¢
3 primacion 64 20¢c
4 elongacion 72 50c
5 elongacién 72 300

Cuadro 1: Detalle de Ia reaccién de PCR para hTLR2.
En el campe “tiempo”, se ha indicado con una “c” aquellas etapas que constituyen el ciclo. Ademas
se incluye una etapa inicial de denaturacién, y una final de elongacién.

Anilisis de restriccién, La digestion doble fue realizada con BamHI, Noil y tampén
3 de New England Biolabs® (#R0136S, #R0189S, #B70038S). El plasmidio pFLAG-CMV-1-
TLR2 se incubé simultdneamente con ambas enzimas a 37°C por 1 hora, seguido de 10
minutos a 65°C. Los fragmentos fueron resueltos en gel de agarosa al 1%, en tamp6n
TAE (Tris base 0,04M, acido acético 0,02M, Na;EDTA 1mM pH 8,0), junto con 250 ng de
estandar de DNA de 1kb Winkler Lida. #8M-1090.

Diseiio de partidores y PCR. Para el disefio de partidores se utilizo el programa Pri-
mer3Plus [UNTERGASSER Y COL., 2007]'C, usando la interfaz “Cloning”. Como secuencia
objetivo, se usé la secuencia consenso para TLR2 humano, n® de acceso ab445624, limi-
tada a la regién codficante desde el aminoacido lisina 19 hasta arginina 587, o hasta el
aminoscido C-terminal. Los partidores entregados por el programa fueron modificados
para anexar los sitios de restriccién BamHI en el partidor sentido y Notl en los partidores
antisentido; también se agregaron bases irrelevantes para permitir el corte por la enzima
de restriccion.

Como DNA polirnerasa se utilizd Pfu de Stratagene #600670. Se fijé en 30 ciclos la
reaccion, el detalle se muestra en la Tabla 1. Para la purificacién de los productos de PCR
se uso kit de purificacién desde gel @QIAGEN #28704, usando el protocolo recomendado

por el fabricante para la extraccion con microcentrifuga.

Ohttp: //www.bioinformatics.nl/cgi~bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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3. Resultados

8.1. Tampdn de sensibilizacién, proteina de bloqueo y sistema de

deteccion

En el EUSA de captura, la proteina es retenida desde la muestira liquida en la fase s6-
lida por el anticuerpo de captura. Continuando, se aplica el sistema de detececién con el
fin de medir Ia cantidad de proteina retenida. El ELISA de captura para sTLR2, fue adaptado
a partir de un protocolo comercial para la medicién de citoquinas!!. Como anticuerpo de
captura, se selecciono #AF2616, anticuerpo policlonal de cabra contra la porcion extrace-
lular de TiR2. Como sistema de deteccién se empleé el anticuerpo de deteccién policlonal
conjugado con biotina #BAF2616, que fue preparado en la misma especie y contra el mismo
antigeno que el anticuerpo de caphura, y StrHRP que a su vez une a la biotina presente en
el anticuerpo de deteccion.

En el inicio de los ensayos de ELISA no se contaba con la proteina recornbinante de
TR2, lo que oblig a seleccionar muestras biolégicas que contienen sTlR2. La muesira
utilizada fue plasma, puesto que, tanto por ELSA de captura como por western blot, se
ha demostrado la presencia de sTtR2 en este tipo de muestras {HEGGELUND Y COL. 2004;
UELAND Y COL. 2006; LEBOUDER Y COL. 2003]. Se observd con anterioridad que algunas
muestras de plasma producen mayor inespecificidad en ensayos control sin anticuerpo,
por lo que solamente se utilizoé plasma de un tnico sujeto, normal.

Como punto de partida se utilizaron dos soluciones de bloqueo alternativas, PBS-
BSA 1% o PBS-Soya 0,5%, para evaluar su influencia en la OD de fondo. Se probé la
sensibilizacién a pH 7,2 en tampén PBS o a pH 9,4 en tampoén carbonato, pues el tampén
de sensibilizacion puede tener efecto en la cantidad de anticuerpo adsorbido, como en
su funcionalidad!?,

Se observaron bajas ODs para las muestras Independiéntemente de los tampones de
sensibilizacién y de bloqueo ensayados (Figirra 3). Ambas soluciones de bloqueo son
efectivas, sin embargo, el bloqueo con PBS-BSA 1% amplia la diferencia entre contro-

les negativos y muestra, Se seleccionoé el tampén carbonato para las sensibilizaclones

Nptp: //www.bdbiosciences. com/pharmingen/protocols/Cytokine ELISA.shtml

12Durante el proceso de adsorci6n, las proteinas deben adquirir una conformacién que exponga los grupos
polares o hidrofébicos que la anclarén al pocillo; sin embargo, la conformacién adoptada en la fase sélida
puede alterar Ia capacidad de la proteina de unir al antigeno.
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Figura 3: Efecto de solucién de bloqueo y tampén de sensibilizacién

En el grafico se muestra la OD obtenida a partir de ELISA, con el anticuerpo de captura #AF2616
usando concentracién de 5 pg/mL, para diluciones de muestras de plasma 1:100 (mmm), 1:1000
(=) y control sin plasma (==3) (resultados de 1 experimento). Se utilizo el anticuerpo de deteccion
a una concentracién de 50 ng/mL. Se probaron los tampones de sensibilizacién PBS y Carbonato,
y las soluciones de bloqueo PBS-BSA 1% y PBS-Soya 0,5 %. El uso de PBS-BSA 1% como solucion
de bloqueo muestra diferencias entre controles negativos y muestras (PBS BSA, CO3 BSA) en
contraste al uso de PBS-Soya 0,5% (PBS SOYA, CO3 SOYA) que no muestra diferencias.

posteriores, por haber producido ODs sutilmente mayores.

Para descartar problemas en el sistema de deteccion, esto es anticuerpo de deteccion,
St-HRP y sustrato, se ensay6 por separado la funcionalidad de cada elemento. Primero se
comprobé la capacidad enzimatica de St-HRP en la reaccion colorimétrica final del ensayo
(Figura 4a). Enseguida se evalud la capacidad del anticuerpo de deteccion de unir St-HRP
(Figura 4b). Las pruebas mostraron que el sistema de deteccion es funcional.

Continuando se evalué la capacidad del anticuerpo de detecciéon de unir sTLR2 en la
muestra. Para estudiar la posible interferencia de los componentes del plasma en la
unién del anticuerpo de deteccién y a falta de un control positivo de sTLR2, se sensibiliz6
la placa con diferentes diluciones de muestra de plasma, tal como se haria en un ELISA
directo. Después de bloquear la placa, se continto aplicando el sistema de deteccién.

En contraste a lo observado anteriormente en los ensayos de funcionalidad del siste-
ma de deteccién, las muestras de plasma mostraron ODs menores a 0,3 (Figura 5). Esto
explica las ODs bajas medidas para muestras de plasma en el ELISA de captura preliminar.
Ademas, los blancos sin anticuerpo de deteccién evidencian que una parte importante
de la OD es independiente de la interaccion especifica antigeno-anticuerpo y corresponde

al ruido del ensayo. Todos los blancos tienen OD sobre 0,1 y mantienen la distribucién

18




1.6 T ;
g 12+
Q
2 0,8
a
(=]
0,4
0 S
Ctrl Str-HRP
Condicién

(a)

OD 450 nm

=
o

=
t

e
o

o
'Y

Figura 4: Funcionalidad del sistema de deteccién
En (a) se muestra Ia OD desarrollada por el sustrato cuando es aplicado en un pocillo sensibilizado
con 100 uL de Sk-HRP dilucién 1:200 {Str-HRP); como control negativo, el pocillo fue tratado con
solucién de bloqueo por 2 horas a 37°C, previo a la aplicacién de Sir-HRP (Cirl). En (b) se muestra
Ia OD del sustrato, tras haber sensibilizado con 100 gL de anticuerpo de detecclén #BAF2616 a
5 pg/mL, lavado con PBS-Tween®, bloqueado, e incubado con 100 uL de Si-HRP dilucién 1:200 {Ac
+ Str-FIRP); como conirol negativo, la sensibilizacién se hizo sélo con PBS {Sin Ac). Los resuitados
corresponden a promedios de duplicados + desviacitn estandar.

0 |
+
Sin Ac sﬁ-(-:}mp
Condicién
(b)

observada en los experimentos con el anticuerpo. Un méximo de sefial se obtuvo para

diluciones intermedias de plasma en el rango 1:1000-1:5000.
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Figura 5: Mdxima sefial de OD en ELISA directo a diluciones intermedias de plasma
En el grafico se muestra Ia OD obtenida a partir de ELISA directo sensibilizando con 100 yL de dife-
rentes diluclones de plasma desde 1:100 a 1:10000 (mmmm)(resultados de 1 experimento). Se utilizé
el anticuerpo de detecclén a una concentracion de 50 ng/mlL. Como control negativo se utilizaron
las mismas diluciones de plasma, sin agregar anticuerpo de deteccién {—). Se observa un ma-
ximo de sefial entre las diluciones 1:1000 y 1:5000, alrededor de 0,05 restando sus respectivos
blancos sin anticuerpo de deteccién.

3.1.1. Pruebas con anticuerpo de captura moneclional y rTLR2

Las interacciones inespecificas que resulian entre el plasma y el sistema de deteccion
no permiten tener un ensayo de ELSA directo confiable. Para subsanar este problema
se escogi6 para la captura de la proteina un antictterpo monoclonal contra la porcién
extracelular de TLR2, clon TI2.1. Este anticuerpo ha sido utilizado previamente para la
medicién de sTLR2 por ELISA de captura en plasma, atin cuando no se ha demostrado que
sea capaz de unir todas las formas de sTLR2 [UELAND Y cOL. 2006].

Para estimar la cantidad de TR2 que podria ser detectada, se utilizé Ia proteina recom-
binante de TLR2#2616-TR(TLR2) de R&D Systems. Una curva estandar desde 80 ng/mL a 320
ng/mL de la proteina fue ensayada utilizando diferentes diluciones tanto de anticuerpo
de captura como de deteccién (Figura 6).

El rango de ODs oscila entre 0,6 y 1,4 para la mayor concentracién de anticuerpos, y
disminuye al usar mayores diluciones de anticuerpos. Esta disminucién en la OD es mas
marcada al diluir el anticuerpo de deteccién. Para todas las diluciones de anticuerpo de
captura y de deteccion ensayadas, se observa un aumento en la OD proporcional a la
concentracién de rMR2. La OD de los experimentos controles, en los cuales no se agrega

fMR2, corresponde a aproximadamente un 30% de la OD obtenida para 160 ng/mL de
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Figura 6: Curva estindar de rTLR2 en ELISA de captura con monoclonai, clon TL2.1
En cada grafico de barras se presentan las ODs obtenidas por EUSA de captura para tres concentra-
ciones de fALR2 {320-80 ng/mL) v el control correspondiente al ensayo sin proteina recombinante
{Ctrl), como promedio de duplicados + desviacion estandar. Los graficos representan de izquier-
da a derecha tres concentraciones del anticuerpo de deteccién (250 ng/mlL, 62,5 ng/mL, 31,25
ng/mL); de arriba a abajo, tres concentraciones del anticuerpo monoclonatl de captura (5 pg/mL,
2,5 pg/mL, 1,75 pg/mL}. Se ha trazado con linea punteada €l nivel del experimento cortrol, en
todos los casos en que dicho control representa alrededor de un tercio de la OD del punto medio
de la curva (160 ng/mlL).

fMR2. La OD de estos controles podria deberse a una interaccién inespecifica entre los
anticuerpos de captura y deteccién,

Con el objeto de conacer la intensidad de la posible interaccién entre el anticuerpo de
deteccién y el anticuerpo de captura observada en los controles del experimento anterjor,
respecto de la unién al antigeno, la placa se sensibilizé alternativamente con 100ug de
anticuerpo de captura o de 11IR2, y después de bloquear, se aplicé el sistema de deteccién,
Como se aprecia en los resultados de esta prueba, {Figura 7) la interaccién observada

entre el par de anticuerpos es mucho més débil que la unién entre el anticuerpo de
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Figura 7: Interaccién entre anticuerpos es débil frente a la unién a rTER2

El grafico muestras las ODs obtenidas tras sensibilizar con 100 ng de anticuerpo de captura (TL2.1)
o 100 ng de rMLR2 (TLR2), y aplicar el sistema de deteccidn, con el anticuerpo de detecci6n a 50
ng/mL; “Tampon” corresponde a la condicién sin proteina en la etapa de sensibilizacién. Los
resultados corresponden a promedios de triplicados == desviacién estandar.

deteccion y riR2. Por consiguiente, la dilucién del anticuerpo de deteceién podria ampliar
la diferecia en la OD del control y la curva.

En busca de una mayor diferencia entre la OD de la condicion control y la curva es-
tandar, se probaron menores concentraciones del anticuerpo de deteccion (ver discusion
en Seccién 4, Figura 12). Si bien la mayor dilucién del anticuerpo de deteceién logra dis-
minuir la unién inespecifica, también disminuye la sefial de la curva estdndar con MR2
(Figura 8).

Con estos resultados, se seleccionaron las concentraciones de anticuerpo a utilizar.
La concentracidn del anticuerpo de captura se fijo en 5 pg/mlL, y la del anticuerpo de
deteccién en 62,5 ng/mL, de manera de lograr para la curva estandar la mayor OD
posible manteniendo la OD del control sin rMiR2 por debajo de 0,1. Con esta configuracion
se decidié aplicar el ELISA de captura a muesiras de plasma.

Para evaluar la capacidad del ensayo de identificar mR2 en la misma matriz de las
muestras, se agregé al plasma r1IR2 a una concentracién final de 200 o 400 ng/mL de
la proteina recombinante. Como se muestira en Figura 9, el ensayo es capaz de medir
desde 20 ng/mL de TR2 y conserva proporcionalidad entre OD y concentracién al menos
hasta 320 ng/mL (curva estindar). Sin embargo en plasma se cbserva una disminucién
alrededor de un 45% en la OD de (TLR2, lo gque implica que la mairiz del plasma interfiere

significativamente con el ensayo. El plasma presenta una OD corregida inferior a 0,07
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Figura 8: Dilucién del anticuerpo de detecciéon disminuye la OD inespecifica

El grafico muestras las ODs de la curva estdndar con TLR2 (40-160 ng/mL) del ELISA de captura,
usando anticuerpo de captura en 5ug/mL y para dos concentraciones del anticuerpo de deteccion,
25 ng/mL (mmm) v 10 ng/mL ( ). Para ambas concentraciones de anticuerpo de deteccion, la
senal del control sin TLR2 (Ctrl) es menor a 0,075, en contraste a lo registrado en el mismo control
para mayores concentraciones del anticuerpo de deteccion (Figura 6). Los resultados corresponden
a promedios de duplicados + desviacion estandar.

tanto en presencia como en ausencia del anticuerpo de captura. Al adicionarle TLR2 (200
ng/mL) al plasma, la OD corregida aumenta hasta 0,13, mientras que en el experimento

sin anticuerpo de captura, el aumento es sélo hasta 0,07.
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Figura 9: Deteccién de rTLR2 en plasma

ELISA de captura, usando dilucién 1:800 (62,5 ng/mlL) de anticuerpo de deteccién y anticuerpo de
deteccion en 62,5 ng/mL. Las ODs se han corregido con respecto al control sin plasma ni LR2.
En (a) se muestra la curva estandar de rTLR2 de 20 a 320 ng/mL. En (b) se muestran las lectura
obtenidas en plasma con 0, 200 o 400 ng/mL de rTLR2 (mmm); como control, se ha graficado el ensayo
sin anticuerpo de captura ( ). En ambos graficos. se muestran los promedios de duplicados +
desviacion estandar.

3.2. Avance en el desarrollo de TLR2 recombinante

Hasta el momento, ha sido de gran utilidad para los ensayos la proteina recombinante
de TLR2 #2616-TR de R&D Systems. Para poder contar con una proteina recombinante de
TLR2 humano producida en el laboratorio, se realizé la caracterizaciéon de la secuencia
codificante de TLR2 humano, presente en el plasmidio pFLAG-CMV-TLR2.

Los resultados se muestran a continuacion.

Secuencia codificante de TLR2. El plasmidio pFLAG-CMV-TLR2 contiene la secuencia co-
dificante de TLR2 humano. La disposicion de la secuencia codificante de TLR2 se confirmd
a través de secuenciacion con el partidor universal de Cmv (Figura 10).

De acuerdo al alineamiento con la secuencia consenso de TLR2 humano!2, el plasmidio
PFLAG-CMV-TLR2 posee una secuencia de 2,3 kb que codifica desde el residuo lisina 19
hasta el extremo C-terminal de TLR2, flanqueada por un sitio de restriccion Notl en el

extremo 5', y un sitio BamHI en el 3'.

130 de acceso ab445624.
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Figura 10: Andlisis del plamidio pFLAG-CMV-TLR2

En (a) gel de agarosa 1 % para resolver el plasmidio pFLAG-CMV-TLR2 (carril 1) y su digestion con
BamHI y Notl, que liberan el inserto de 2,3 kb (carril 2);se cargd el estandar de peso molecular de
1kb (carril 3), y se anotaron los tamanos de las bandas en kb. En (b) el resultado de la secuencia-
cién (Secuenciacion) se alineé con la secuencia del plasmidio vacio (pFLAG-CMV-1) indicada por el
fabricante, entre el promotor CMV y el sitio Notl (arriba) y con la secuencia consenso de TLR2 con
n? de acceso ab445624 (TLR2_ab445624), entre las bases codificantes para el aminodcido lisina
19 y alanina 54 (abajo).
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PCR para TLR2. Para conseguir la proteina recombinante es necesario utilizar un vec-
tor de expresién bacteriano. Con el objeto de incluir la secuencia codificante de TLR2 en
dicho vector, se disefiaron partidores PCR para afiadir por PCR al inserto, los sitios de
restriceién 5 BamHI y 3' Notl, adecuados para el subclonamiento. Como vector de ex-
presion, se seleccioné el plasmidio pER-21a+) de Novagen® donado por el Dr. Oscar Leon’4.
Este vector contiene el promotor 17 rio arriba del sitio de multiclonamiento, y rio abajo de
éste, tiene un regién que codifica para un tag de histidinas!® (Figura 11a). Se disefiaron
tres parlidores con sitios de restriccién para subclonar TiR2. Un partidor sentido comun
(Fwd_BamHI_TLR2), v 2 antisentido alternativos para amplificar la secuencia codificante de
la parte extracelular de TLR2 (R_eTLR2_Noil), 0 la secuencia completa (R_cTLR2 Not). A conti-
nuacién se muestran sus secuencias de 5' a 3'. Las bases en ftdlicas hibridan con TiR2,
mientras que en negrita esta el sitio de restriccién BamHI en el caso del partidor sentido,

y Notl en el caso del antisentido.
s Fwd_BamHI_TLR2: GGCGGGATCCGAAGAATCCTCCAATC
» R _eTLR2_Notl: TAATGCGGCCGCCCTGTGACATICCG

= R ¢TLRZ_ Notl: ATTAGCGGCCGCGGACTTTATCGCAG

MDepartamento de Virologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.
15His-Tag®: Cola de 6 histidinas en el C-terminal 1itll para ia purificactén de Ia proteina por columma de Ni.
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Figura 11: Amplificacién por PCR de secuencia de TLR2

En (a) se muestra un esquema del sitio de multiclonamiento del vector pET-21a(+). En el sentido
transcripcional del promotor T7 (T7 promoter) se ubica primero el sitio de restriccion BamHI,
seguido de Notl, y de la secuencia codificante para la cola de histidinas (His tag). La transcripcidn
estd normalmente reprimida por el operador lac (lac operator). En (b) se muestra el producto de
PCR utilizando los partidores disefiados para la secuencia completa de TLR2 (1), y para la porcion
que codifica para el dominio extracelular (2). Se muestra ademas la purificacion con columna de
los productos de PCR (1,, 2,) y la reaccién sin templado (3); se compara contra estandar de DNA
de 1kb (E). Los productos de amplificacién poseen los tamarfios esperados de 2.3y 1,7 kb.

Los partidores adicionan sitios de restriccion que mantienen el marco de lectura ade-
cuado para la expresion de TLR2 y el tag de histidinas en pET-21a(+). En la Figura 11b se
observa como resultado del PCR, los fragmentos esperados de 2,3kb para la amplificacién
del inserto codificante para TLR2 completo, y de 1,7 kb, correspondiente al amplificado de
la region extracelular. Los productos de PCR fueron purificados desde gel, para continuar
con su digestion y ligacion al vector pET-21a(+)

Hasta la fecha no se ha conseguido ligar el amplificado de PCR con el plasmidio de
expresion. Una vez conseguida la insercion en el vector pEl-2la(+), resta incluir dicho
vector en bacteria mediante transformacién. Continuando, la expresion en bacteria de
TLR2 debe ser inducida con IPTG y finalmente, TLR2, tiene que ser purificado en columna de

Ni, por medio del tag de histidinas que contiene.
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4. Discusion

Sdélo en los tltimos 10 afios, tras la descripeién del primer homélogo de la protei-
na Toll de Drosophila en humanos, se ha descubierto la capacidad de los TiRs de unir
moléculas microblanas, y se ha demostrado la intima relacién de estos receptores con
la inmunidad innata, v el desarrollo de la inflamacién [O’NEILL, 2004]. Durante éste
periodo se ha descubierto una red creciente de componentes que participan de las cas-
cadas de sefalizacion de éstos receptores, y también se han descrito algunos inhibidores
endoégenos de los TiRs [KAWAI Y AKIRA, 2008].

En la actualidad, se ha explorado la relacion entre los TlRs y el desarrollo de pato-
logias de caracter inflamatoric o autoinmune, con importantes descubrimientos en el
4rea clinica. Es el caso de TIR4, involucrado en la progresion de la ariritis rewrnatoide:
El uso de un antagonista de TIR4 disminuye sustancialmente las manifestaciones clini-
cas e histoldgicas de la artritis en modelos murinos de artriis espontinea e inducida
[ABDOLLAHI-ROODSAZ Y COL. 2007]. De manera similar, el inhibidor dual de TLR7/9, IRS954,
desarrollado por Dynavax Technologies, disminuye los sintomas y la progresién de la
enfermedad en modelo murino de Lupus [BARRAT Y cOL. 2007]. Estos estudios han mo-
tivado esfuerzos para el desarrollo de nuevos inhibidores de los TiRs y su seializacién,
y han puesto de manifiesto 1a importancia de los posibles mecanismos endogenos de
regulacién negativa de éstas vias, entre los que se encuentran la produccién de sTLRs.

Hasta 1a fecha no se ha demostrado la participacion de la formas solubles de los
TRs en el desarrollo de enfermedades inflamatorias, tampoco han sido utilizadas con
fines terapéuticos. Sin embargo, stR2 disminuye in vifro la produccién de citoguinas
pro-inflamatorias, va sea con el uso de una proteina recombinante de sMR2, o con la
aplicacién de los fluidos biolégicos que contienen sTLR2: plasma, saliva y liquido amniético
[LEBOUPER Y COL. 2003; KUROISHI Y COL. 2007; DULAY Y COL. 2007].

La medicidn de sTLR2 en el plasma se ve dificultada por la complejidad de este fluido. El
plasma contiene una mezcla abundante de proteinas, carbohidratos, y lipidos. Algunos
de estos componentes® son fuente de interferencia para los inmunoc-ensayos, ya sea
enmascarando la cantidad real del analito o sobrevalordndola. Por otra parte existen

diferencias en varios érdenes de magnitud enire las proteinas mds abundantes, como

16Fibrindgeno, proteinas del complemento, factor reumatoide, autoanticuerpos, enire otros [Woobp, 1991,
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la albiimina, y otras de menor abundancia como las citoquinas [GRANGER Y COL. 2005]
y las concentraciones de la mayoria de las proteinas plasmaticas son extremadamente
variables de un individuo a otro [SELBY, 1999]. Asi, las proteinas de mayor abundancia

suelen entorpecer la medicién las de menor abundancia.

4.1. ELISA de captura para TLR2

En el presente seminario de titulo se ha mostrado la estandarizacién de un EUSA de
captura con un rango lineal entre 20 y 320 ng/mL de fLR2.

Sin embargo, se ha mostrado que la mairiz del plasma es capaz de interferir con la
medicién {Figura 9) disminuyendo la OD de fTlk2 en un 45%.

En consecuencia, las formas de slR2 endégenas no han sido detectadas atin, pese a
que la concentracion plasmética reportada para sTLR2 en individuos normales es alrededor
de 50 ng/mL [UELAND Y COL. 2006], que se encuenira dentro de la curva estindar con
fMR2. Es probable que las muestras de plasma necesiten algiin procesamiento previo para

disminuir las interferencias de la matriz en el ensayo.

Unién inespecifica entre los componentes del ensayo. Durante la estandarizacién
del protocolo, se observé interacecidn inespecifica enire el anticuerpo monoclonal de cap-
tura, clon TL2.1 #14-9922 y el anticuerpo policlonal de deteccién #BAF2616. Dicha interaccion
podria ocurrir por la presencia de inmunoglobulinas reactivas contra el anticuerpo mo-
noclonal en el suero policlonal.

De acuerdo al supuesto esquematizado en la Figura 12, al usar mayores diluciones
del anticuerpo policlonal de deteccién, decrece la cantidad de anticuerpos que se unen
a la fase sdlida, tanto aquellos gue se unen especificamente como los que lo hacen de
manera inespecifica, tal como se ha observado en los experimentos, Figura 6 y Figura 8.
Sin embargo, diferencias entre las afinidades de las imunoglobulinas policlonales permi-
tirian obtener una mayor sefial de rilR2 frente al control sin proteina recombinante a una
dilucién determinada del anticuerpo policlonal. En efecto estas diferencias en afinidades
quedan en evidencia en el experimento sintetizado en la Figura 7, en el que se prueba el

sistema de deteccién contra iguales cantidades de 1TlR2 o de anticuerpo de captura.
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Figura 12: Curva tedrica de unién especifica V/S no especifica del anticuerpo poli-
clonal

Las curvas en el grafico superior ilustran 1a fraccidén det anticuerpo de deteccién que se anclaala
fase sdlida durante el £UsA de captura, de acuerdo con la dilucién de este anticuerpo. Se postula
que dentro del conjunto de anticuerpos, aquellos que se unen a 7LR2 tlenen mayor afinidad (=)
que los que se unen a otros elementos del ensayo (+==++}. De acuerdo con esto, abajo se {lustra lo
que resultaria del EUSA de captura al utilizar 3 diluciones diferentes de anticuerpo de deteccién, en
un experimento con TR2 (TLR2), o s6lo con el vehiculo (Cirl). En I'y en Il las formas de las curvas
disminuyen las diferencias entre ambos experimentos; una dilucién intermedla del anticuerpo de
deteccidn (I} permite el aumento en la diferencia entre el experimento con 7R2 y el control.

Las pruebas con mayores diluciones del anticuerpo de deteccién en Figura 8
{25 ng/ml, 10 ng/mL) concuerdan con la situacién I del supuesto, donde la sefal
de la curva estandar se acerca a la del control. Lo mismo sucede en Figura 6 al usar
el anticuerpo de deteccién mas concentrado (250 ng/ml), esta vez concordando con la
situacién 1. Por esta razdn, para el ensayo se selecciond una concentracion intermedia
(situacion II) de anticuerpo de captura, 62,5 ng/ml, que optimiza la sensibilidad del
ensayo, Ademads se logra mantener el conirol con GD bajo 0,1.

Por tiltimo, se mostré que la aplicacion de riR2 al plasma tras blogqueo del pocillo, au-
menta la OD desarrollada por el sistema de deteccion sin Ia participacién del anticuerpo

de captura (Figura 9b, “Sin Captura”). Es posible que los antigenos en el plasma sean
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capaces de quedar fijados al pocillo aiin con la proteina bloqueante, lo que explicaria el

aumento en la OD de los controles sin anticuerpo de captura al agregar MRr2 (Figura 9).

Importancia de rTLR2 como control positive. EI principal inconveniente en el ana-
lisis de los resultados de la Subseccién 3.1 Pruebas con el sistema de deteceion, fue la
ausencia de un control positivo para la evaluacién del ensayo. Para la eleccién del anti-
cuerpo de deteccién, asi como el tampoén de sensibilizacién y la solucién de bloqueo, €l
principal criterio fue el de conseguir un disefio con baja sefial de fondo (controles nega-
tivos). Con el uso de la proteina recombinante de TIR2 los experimentos apuntaron hacia
maximizar la diferencia entre los controles negativos y las mediciones con rMR2, También
fue posible asegurar que los anticuerpos utilizados en el disefioc son capaces de retener
al antigeno en la fase sé6lida, y por tiltimo se encontré una relacién proporcional enire la

cantidad de (TR2 en la muestra y la lectura de OD,

4.2. Estrategia para el desarrollo de TLR2 recombinante

Se ha comprobado la presencia del inserto codificante para 1LR2 en el plasmidio pFLAG-
CMV-TLR2, y se ha estandarizado el PCR necesario para agregar, a esie inserto, los sitios
de restriceion necesarios para insertarlo en un vector de expresion bacteriano. Usando
la misma amplificacién por PCR, con otro partidor reverso, se consigui6 agregar sitios
de resiriccion a una segunda secuencia codificante de TiR2, que va desde el aminodcido
lisina 19 hasta arginina 587, y que corresponde a la regién extracelular de la proteina.

Las secuencias para amplificar son inusualmente grandes (1,7 y 2,3 kb), por lo que
fue necesario utilizar una enzima de alta fidelidad (Pfi1) para la reaccién de PCR,

Una vez que se incorporen los insertos en el vector de expresion bacteriano, otros
desafios quedan en torno a lograr 1a expresién de las proteinas, y su purificacion, Por
ultimo, se debe conseguir que dichas proteinas mantengan los epitopos reconocidos
por el par de anticuerpos del ensayo. Pese a estos posibles obstdculoes, es necesario
desarrollar tecnologias propias que amplian los alcances del desarrollo cientifico del

pais.
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5. Conclusion

Durante el presente trabajo, se ha logrado la estandarizacién de un ELSA de captura
para flR2, con una curva estandar entre los 20 y 320 ng/mL de proteina recombinante.
Las determinaciones hechas con este ensayo en plasma, han mostrado una interferencia
en la deteccién de rMR2, que muestra la necesidad de aplicar un tratamiento previo al
plasma para lograr medir sTLR2 endégeno.

También se ha determinado la disposicion del inserto codificante para TLR2 en el plas-
midio pFLAG-CMV-1-TLR2, y se ha disefiado un PCR que permite subclonar tanto la secuencia
completa del inserto, como la regién codificante para el dominio extracelular de 1LR2, en
el vector de expresion bacteriano pEF21a(+),

La estandarizacién del ensayo, es de gran utilidad para esclarecer el posible rol de
sTLR2 en el desarrollo de enfermedades inflamatorias o autoinmunes, y por tanto, para
el desarrollo de terapias de nueva generacién enfocadas a la actividad de TIR2 en dichas

enfermedades.
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