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in Biografia

rm nombre  es Salvador Carvajal Mufioz y naci  en  Santiagti,  ctudad  en la que slgo

viviendo. Egrese de ensefianza media en el coleglo San Ignacio A.0. Posteriormente in-

grese el afro 2003 a la Escuela de Ciencias de la Universidad de Chile. a la carrera de

lngenieria en Biotecnologia Molecular. En el afro 2006, partlcipe de los trabajos pricticos

electivos del curso de inmunologia. a cargo de la Dra. Rosa Bono. En paralelo, ingrese a

la empresa Lumisolar, prestando servicios en el area de desarro]1o tecnol6gico. En marzo

del 2007 me lncolpote al Ifaboratorio de lnmunidad lmata en la F`acultad de Medicina

de la Urriversidad de Chile a cargo de la Dra. Marcela Hermoso.  Ein este lugar.  durante

ml primer semestre, lleve a cabo una unldad de lnvestigaci6n. en torno a la medlcl6n en

humanos del receptor tlpo Toll 2. Mlentras, en la Esouela de Cienclas, particlpe del pro-

yecto "Museo Interactivo ltinerante" financiado por el Premio Azul. En Agosto del 2007,

continuando el trabajo de la unidad de investigaci6n, comence el serninario de titulo que

en este documento se presenta.
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Re8unen

Icos receptores tlpo Toll (mts)  son proteinas transmembrana capaces  de unir pa-

trones moleculares asoctados a mlcroorganlsmos.  ha  activacl6n de estos receptores

conduce al desanollo de la respuesta Immune lnnata al desencadenar la producc.i6n

de  cltoquinas  pro-lnflamatorlas tales  como TNF-or.  IL-6  e  lL-12. Todos los TLRs  tlenen un

domlnio lntracelular de  sefiallzacl6n TIR  IToll-IL-1R domain)  presente tamblen en las

proteinas de la falnma del receptor de lL-1  (lL-lR).  ha especmcidad  de los TLRs por sus

llgandos y el reclutamiento de dlferentes proteinas lntracelulares que actlvan la via

de sefiallzact6n posiblutan variadas respuestas inflamator]as de acuerdo con la natu-

raleza del pat6geno.  Sin  embargo. Ia rcspuesta inflamatorla lnduclda puede llegar a

ser destructiva para el proplo hu6sped, lo que subraya fa lmportancla de mecanismos

de regulacl6n negativa de la mlsma.  lag formas solubles de algunos TLR§ (sTLR2, sTLR4)

ham sldo identlficadas.  Estas formas solubles son lncapaces de gatlllar cascadas de

sefializacl6n intracelulares y pueden atenuar la respuesta immune tras competlr con

sus hom6logos de membrana por Bus llgandos. Ia capacldad de las formas de sTLR2 de

atenuar la producci6n de cltoquinas prolnflaniatorlas sc ha demostrado in uifro. ha me-

dlel6n de los nlveles de §TLR2 en enfermedades dlreetamente asocladas al desequllibrlo

de la respuesta lnflalnatorla (enfermedades inflamatorias intestinales , artritls rcuma-

tolde, 1upus,  etc.) puede esclarecer el papel de sTLR2 en la modulacl6n de la respuesta

lnmune. En base a estos antecedentes el objetivo general de este seminario de titulo de

blotecnologia fue establecer lan condiclones para desaITollar un ELISA de captura para

sTLR2.  Log  objetivos  especificos fueron:  1.  Establecer las  condlclones necesarias para

la medict6n de sTLR2  en plasma por ELISA de captura.  y 2.  Dlsefiar herramlentas que

permltan el desarrono de una proteina recombinante de TLR2 humano para ser utlllza-

da en la curva de callbracl6n del ELISA de captura.  Se logr6 el desarrollo del ELISA de

captura con una curva estindar enthe 20 y 320 ng/mL de proteina recomblnante de

TLR2 (rTLR2).  En plasma,  se observ6 interferencla en la deteccl6n de rTLR2,  que subraya

la necesldad de apncar un tratamlento prevlo a las muestras para lograr medlr sTLR2

end6geno. Por .otro lado. se ampllfic6 por PCR la secuencla codlflcante de TLR2 humano.

con los slttos de restriccl6n necesarios para su incorporacl6n en el vector de expresl6n

bacterlalio PET-2l(a)+.  El ensayo logrado duralite este semlnario permltlfa la. medici6n

de sTLR2 en erifermedades inflamatorlas a autolnmunes para ampllar la comprensi6n

de tsstas enfermedades y, con esto, desarrouar teraplas de nueva generacl6n enfocadas

en la actlvidad de TLR2.



Ab8tmct

Toll-me receptors ¢LRs) are transmembrane proteins capable of sensing Mlcroor-

gantsms Associated  Molecular  Patterns.   Their  activatlon  triggers pro-inflammatory

eytokines production such as TNF-a, lL-6 and lL-12, thus starting the irmate Immune re-

sponse. AIl the Tuns show ari intracellular slgnallng TIR IToll/IL-1R) domain which ls also

present in lL-1R-nke protelns.  The TLRs speclficlty about their llgands and the different

mtracellular proteins that induce the slgnallng pathway. ensures dlstlnct inflalnmatory

responses according with the pathogcn's nature.  However the inflammatory response

can become destmctive to the host.  'Thls poslblllty underlines the importance of the

negative regulation of lnflarnmation.  Soluble forms of TLRs (sTLR2, sTLR4) had been lden-

tffied.  The soluble forms, even though they can not trigger the intracellular signaling

cascade,  could  down-regulate  the immune  response by sequestering llgands  of the

membrane attached TLRs. It had been demonstrated the ablllty of sTLR2 to down-regulate

the production  of pro-inflammatory eytokine  in uillD.   The measurement  of the §TLR2

levels in dlseascs asoclated with inflammatory unbalanced re§pon§e (lnflanmatory in-

testinal diseases. arthritis, lupus) Inay clarify the role of sTLR2 in the immune response

modulation.  The general aim of this blotecnology title seminar was to standarize the

necessary conditions for the development of the §TLR2 capture ELISA. The specific cibje-

tives were:   1.  To set up the necessary condition to measure plasma sTLR2 by capture

ELISA and 2. To design the tools that allows a TLR2 recomblnant protein development to

be used for the capture EuSA standar curve.  A capture ELISA with a standar curve be-

tween 20 and 320 ng/InL of TLR2 recombinant protein (rTLR2) was achieved. Interference

in rTm2 detection was observed in plasma, hlghllghtlng the need for a previous treat-

ment to the samples that allows endogenous sTLR2 measurement.  On the other hand.

a human TLR2 coding sequence was ampllfled by PCR with the restrictions sites endigs

needed for its lnsertlon in the bacterial expression vector PET-2l a(+). The assay achieved

during this semiirar allows the measurement Of sTun2 in inflammatory or autolmmune

diseases, usefull for the comprchenslon of these diseases and for the development of

theraples of new generation focused ln TLR2 actlvlty.

2



1.   Introducci6n

1.1.   La familia de receptores tipo Toll

Los  receptores  tipo Toll  ¢LRs)  se  encuentran  amplianente  distribuldos  en el relno

anlmalL, y se  estudian a rondo en las  c6lulas  del sistema immune  de los maniferos.

Comprenden una funilia de proteinas que reconocen patrones moleculares asociados

a microorganismos (MAMPs). Log TLRs se ubican en la membrana celular o de endosomas

[AHMAD-NE`]AD y COL. 2002]. Poseen un dominio de sefializacl6n, el dominio TIR (Ton/JL-

JR dbr7rfu). que esfa presente tambien en la familia de proteinas del receptor de IL-1.

Tras la activaci6n del Tun, se activa una via de seflallzacl6n lntracelular. a tl.aves del doml-

nio TIR, que conduce a la traslocaci6n de factores de transcripci6n al nticleo. Como con-

secuencia de la activaci6n transcripcional de numerosas citoquinas pro-inflamatorias,

tales  como  el  factor de  necrosis  tumoral  c¥  (TNF-cr)  e  lL-1p [KAWAI  y AKIRA,  2006].  Ios TLRs

protagoulzan el inicio de la respuesta lnmune irmata [AKIRA ¥ COL. 2006|.

Remini8cenclas de un pasado niimeroso.     A diferencia de los receptores clonales de

linfocitos, 1os TLR§ esfan 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, 2006|. A lo largo de la transici6n evolutiva entre invertebrados y

vertebrados, el ntinero de TLRs codificados por especie ha disminuido [CoopER ¥ ALDER.

2006].

En el genoma del erizo de mar Sfronguzoc`entrofus pr7purutus 222 genes de TLRs ham

sido estudiados [mBINo y COL.  2006]. El anfioxo Bmrichtostormjloridcze del grupo ce-

falocordado, posse 42 genes codificantes de Tues [CoopER y ALI)ER.  2006]. En contraste,

s6lo 10 representantes de los TLRs hari sido identificados en humanos |RocK y COL.  1998;

CHUANG y ULEVITCH 2000,  2001: TAREDA y AKIRA 2005]. Tambien en el linaje inverte-

brado, Drosophi!ci y el mosquito Anopheles expresan un ntimero similar de TLRs (9 y  10

respectivamente) mas vinculados con procesos del desarrouo que con el sistema immune

[ZHENG y COL.  2005].

Pese a la. variabilidad en el ntinero de Tues por especie. en los mamiferos el dominio
[Se ha mostrado la presencfa de TIRs en la mayoria de los clados del subreino eumetazoa.  con excepcl6n

del filum platelmlnto.  §e ham hecho estudios functonales  er] humarlo,  rat6n. nematodo y mosca |LEULIER ¥
LEMAITRE.  2008].
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de  uni6n a ligando  comparte  el mismo patr6n estructural.  Mds  ann  estas proteinas

mantienen homologia en el doniinlo intracelular de sefializaci6n TIR.

Dominlo de unl6n a llgando.     Ia region de los TLRs que une a los respectivos MAMPs,

esfa formada por un conjunto de repeticiones ricas en leucina (lRRs).  que son m6dulos

altamente conservados de 24 aminoacidos [BELL y COL. 2003]. I.os unRs constituyen an-

danios que al combinarse fomian variados dominios responsables del reconocimiento

de diferentes MAMPs. El ectodominlo de los TLR§ se compone de 19 a 24 LRRs, formando un

largo solenoide, que se curva como heITadura, ofreciendo una amplia superficie c6ncava

al llgando.  I.a uni6n del ligando normalmente lmpllca interacci6n homo o heterodime-

rlca entre TLRs a traves  del  ectodominio.  Por  ejemplo  los  lipopeptidos  trl-acllados  son

reconocidos por el heterodinero Tm2-TLR1 , mientras que los lipopeptidos di-acllados son

reconocidos  por TLR2-TLR6  [AI,ExoPoULOU  y  COL.  2002;  MORR  y  CoL.  2002;  JIN  y  CoL.

2007].

Domlnio  de  sefiallzaci6fl.      En la regl6n intracelular de los TLRs se ubica el dominio

TIR, responsable de la sefiallzaci6n. El dolninio TIR esfa formado por una hoja-¢ central

rodeada de ct-helices.  Las inserciones y deleciones en las secuencias que codiflcan log

bucles que conectan estas estnicturas secundarlas. denominadas 88 o DD, hacen variar

el tamafio del domiliio TIR entre las diferentes proteinas que lo poseen [Xu y COL. 2000].

Estas comprenden los TLRs,  los receptores tipo lL-1R y las proteinas citoplasmaticas que

esfan intlmamente involucradas en la via de sefializal6n de log Tins. denominadas protei-

nas adaptadoras [DUNNE y 0.NEII,L, 2003]. Ia uni6n del ligando a formas oligomericas

de los TIRs puede desencadenar camblos conformacionales que conducen al acercamiento

de sus dominios TIR como es el caso de la activaci6n de TLR9 [LATz y COL. 2007]. I.a impor~

tancta de la interaccl6n TIR-TIR radica en que se trata de un proceso especi'fico y por tanto

cada dinero de TLRs recluta a una plataforma de adaptadores cltoplasmaticos diferente

[O'NEILL y BoWIE, 2007].
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1.2.   Diferentes respuegtas de acuerdo a la naturaleza del pat6geno

ha participaci6n de  dlferentes proteinas  en la via de  sefializaci6n de los TLRs,  posi-

blnta respuestas variadas de acuerdo a la naturaleza del patogeno. Cada respuesta es

iniciada por la uni6n de los  MAMPs por parte  de los TLRs.  For  ejemplo TLR2  es  especifico

en el reconocimiento de acidos lipoteicoicos, llpoproteinas y peptidoglicano de bacterias

gram-positivas. y por ende es critico en la inducci6n de la re§puesta inflamatoria a este
tipo de estinulos [ECHCHANNAoul y CoL. 2002|. Por otro lado TLR4 inicia la re§puesta del

huesped frente  a bacterias gram-ne8ativas.  reconociendo  LPS  [PoLTORAK y CoL.  1998|.

Un anipno grupo de pat6genos flagelados son reconocidos por TLR5, a tra.ves del recono-

cimiento de la proteina flagelina del flagelo bacteriano [HA¥ASHI ¥ COL. 2001].

Un grupo diferente de TLRs es responsable de la sefializaci6n frente al reconocilniento

de  DNA  o  RNA  viral.  Tung  reconoce  CpG-DNA2  presente  en  citomegalovirus  |KRUG  T  COL.

2004], y en hexpe§ simplex virus tipo  1 y 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  ¥

COL. 2004].

Via dependiente de MyD88. Via Trif.     Cuando un TLR determinado reconoce el respec-

tivo MAMP, proteinas adaptadoras que vinculan quinasas intracelulares al receptor, son

reclutadas al dominlo TIR.  Ia proteina adaptadora MyD88  (Mgefoid cZ!Irereutiatfori prfrmarI/

response gene 88) media la interacct6n con serina-treonina quinasas de la falnilia IRAK

(Jnterlendctri-I  recepfor-associated Jcinc{se) que conduce a la activaci6n de los factores de

transcripci6n  NF-feB y AP-1  (Acfiudror protein  I)  principalmente.  Una via de  sefializact6n

altemativa para los  TLRs  fue  descrita,  MyD88-independiente.  en la  que  el adaptador TRIP

(TTR-c{omain-coutairifng czdczpter-ndLicirtg JEN-¢)  media la interacci6n con  qulnasas  que

no pertenecen a la famllla IRAK. ha vl-a MyD88-independiente activa al factor lRF€ (Interferon

regulcz±org/actor 3) y al factor NF-rsB [KAWAI y AKIRA, 2006].

Factores NF-ffiB e mF-3.   Ia activaci6n de los factores de transcripci6n inducida por

los TLRs. promueve su traslocaci6n al nticleo y la transcripci6n de genes que participan
2Los motivos  de  CpG-DNA se  encuentran  abundantemente  en  el genoma de bacterias.  EI  CpG-DNA en

veriebrndos es mucho memos abundante y suele estar metllado. por lo que tlene poca capacldad inmunogenlca
[SCHWARTZ ¥ CoL.  1997|.
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de la inflamaci6n.

El factor lRF€, una vez en el ntideo activa la transcripci6n de lFN-¢. IP-10 (JF¥\try inclucfo[e

protein) y RANTEs (regulczfed on czcth;afron, rrormczl I-cett expressed and secreted) [McWHIR-

TER y CoL. 2004]. Ademas lRF€ en combinact6n con IRE-7 son esenciales para la inducci6n

de los niveles de mRNA§ de la familia IFN-~ que se observa tras infecci6n con virus |SATo y

COL. 2000].

La traslocact6n al ntlcleo de NF-roB desencadena la transcripct6n genlca de numerosas

citoquinas proinflalliatorias,  tales  como TNF-cr,  lL-lp,  lL-2,  lL-6,  adenias de qulmloqulnas y

enzimas inflamatorias,  por ejemplo  lNOS  (inchtcibze nlfrfe oredcze sintJtase)  [BARNBs y KA-

RIN.  1997]. Ia activaci6n de NF-HB se ha vincndado tambien con la expresi6n de molecular

que participan en la adhesion y extravasaci6n de leucocltos, tales como E-Selectina. VCAM-l

e lcAM-1  [CHEN y CoL.  1995].  En conJunto con AP-1, NF-rsB induce la expresi6n de la meta-

loproteinasa de matriz MMP-9 que participa de la remodelaci6n de la mathz extracelular

ryoKoo y KITAMURA,  1996], y es necesarla para la migraci6n de leucocitos al sitio de

inflamact6n [RENCKENS y CoL.  2006].

EfectoB a nivel celular.    Ia activaci6n de los TLRs favorece la maduraci6n de las celulas

presentadoras de anti.genoa, caracterizada por un aumento en la expresi6n de MHC clase
11  [KAMON ¥ COL.  2006]. y de las moleculas coestimulatorias CD4o,  CD-8o y CD-86 [HOBBB

y COL.  2003].  Es  decir,  los TLRs tambien participan del inicio  de  la respuesta inmune

adaptable.

Ademas en macr6fagos se ha observado deficiencias en la fagocltosls y en la madura-

ci6n del fagosoma en ausencla de sefializaci6n vl-a TLRs |BLANDER y MEDZHITov 2004].

En  conclusi6n,  1os TLRs  adoptan un rol preponderante  en  el inicto  de la respuesta

inflamatoria. y cooperan con la inducci6n de la respuesta celular adaptable.

1.3.   La inflamaci6n y §u control

ha hflamaci6n es un mecanismo de emergencia para reestablecer la funcionalidad

de un tejido, en circunstancias en que la entrada de agentes pat6genos o el dafio por

trauma, sobrepasan la capacldad natural del tejldo de mantener la homeostasis.

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



tto de injuria y a nivel sistemico en cuanto a la distribuci6n de los leucocitos y a la

concentraci6n de proteinas plasmaticas importantes en la defensa del organismo.

Cuando el agente pat6geno entra en el tejido periferlco, 1as celulas locales producen

medindores  quinicos,  tales como  quimioquinas, TNF-cx  e  lL-1,  que por un la.do alteran la

cirulaci6n sanguinea cercana, aumentando el flujo vascular y la permeabilidad de los

capilares, y por otro inducen la mlgraci6n de celulas fagociticas hacia el sitio de injuria.

Neutr6filos y monocitos uegan al sitio local desde la circulact6n sanguinea interactualido

con moleculas de adhesl6n y factores quiniofacticos. 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 ademas un exudado,  responsable del  aumento  de volumen.  que

contiene proteinas plasmatlcas. Entre 6stas se encuentran los factores del complemento

que al activarse forman un complejo de ataque a las membranas celulares y. por otro
lado, generan peptidos con acciones proinflanatorias3.

S6lo una vez que el agente pat6geno se ha eliminado. y los restos celulares ham sido

reabsorbidos, se inicia la regeneraci6n a cicatrizaci6n del tejldo.

Efecto§ colatera]es de la inflamacl6n.   Una vex en el tejido, neutr6filos y macr6fagos

son activados por pat6genos  a traves de receptores  que reconocen MAMPs,  incluyendo

a los TLRs.  Esta activaci6n celular induce la producci6n de sustanctas que promueven

la. destrucci6n de los patogenos fagocitados, tales como especies reactivas de oxigeno y

6xido nitrico. Cuando estas celulas son fuertemente activadas. Iiberan estas sustancias

causando dafio tambien en el tejido del huesped.

Asiniismo, 1os nivdes de las proteinas del complelnento y fibrin6geno plasmatico, que

partlcipan de la opsonizaci6n de pat6genos,  son inducidas por citoquinas proinflama-

torias.  Sin embargo,  en casos extremos de infecci6n, tal como sepsis,  estas proteinas

participan de la coagulaci6n intravascular diseminada y la falla multi-organica, que fi-

nalmente produce la muerte [A13BAS y LICHTMAN 2003].

Por lo tanto la inflalnaci6n es una respuesta agresiva contra el pat6geno. sin embargo,

tiene consecuencias autodestructivas. De esto se d€sprende la necesidad de controlarla.
3C3a y C5a producen degranulacl6n de celulas cebadas con llberacl6n de histamina. C5a tambien es factor

quinlotactico de granulocltos y macr6fagos.



rna vez que el sistema immune ha eliminado la infecci6n [NATHAN, 2002], posibilltando

la reparaci6n del tejido.

Falla en la regulaci6n negativa de la respueBta inflamatoria.   En multiples instan-

cias del desamollo  del estado iriflamatorio y tambien durante su mantenci6n,  existen

mecaliismos de regulaci6n negativa. Cuando estos mecaliismos fallan, la efectividad de

la respuesta inflamatoria tiene consecuencias devastadoras para el organismo.

Un ejemplo  de esta condici6n extrema lo  constituyen los ratones  con defroiencta o

ausencla en la expresi6n de la I)roteina intracelular tirosina-fosfatasa SHP-1 (SH2 domflin-

coutczining protein tyrosine phosphatase), que particlpa en la regulacl6n negativa de la

sefializaci6n de los receptores antigenicos en linfocitos a y T [PLAS y THOMAs,  1998]. Ia

ausencla de SHP-I  en el ratdn conduce al desarrollo de mtiltiples lesiones inflamatorias

que incluyen neumoriitis, y que producen la muerte por falla pulmonar [SHULTz y COL.

1997].

Ofro ejemplo lo representa un integrante de la familia de supresores de sefializaci6n

por  citoquinas  (SoCS.  SoCS-l,  que  lnhibe  la  respuesta  celular  a multiples  citoquinas,

entre ellas,  lL-6 e lFN-7.  El rat6n deficiente |]ara SOCS-1  muestra alto grado de infiltraci6n

de monocitos en varios 6rganos y degeneraci6n de las celulas parenquimatosas en el

higado, murlendo antes de alcanzar las tres semanas, [STARR y CoL.  1998].

Dentro de la via de sefiallzaci6n de los TIR§ tambien existen varios reguladores negati-

vos3. s+G+RR {Single immiunglchulin and ton-interleukin 1 receptor dema;irL) es una. protefroiL

de membrana que contiene un dominio TIR semejante al del receptor de lL-I  tipo I (lL-lRI)

[ThoMASsEN y COL.  1999]. Su sobreexpresi6n in L)ifro inhibe la activaci6n de NF-reB media-

da por lL-I  e lL-18. Ademas el rat6n deficiente de SIGIRR presenta dificultad I)ara sobrevivir

a rna inyecci6n peritoneal de LPS, que conduce a una respuesta inflamatoria aumentada

en pulm6n y colon  [WAI,D T CoL.  2003].  For 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 activaci6n de NF-ffiB inducida por LFIS e lL-I  [JANssENs

y COL.  2002].  Dentro de la finilia IRAK tambien existe un regulador negativo de la via

de  sefializaci6n  de  los  TLRs,  IRAK-M.  Macr6fagos  derivados  del  rat6n  deficiente  en  IRAK-M

muestran un aumento en la. producct6n de lL-6, lL-12 y TNF-c¥ cuando son estimuladas con



ligandos de TLRs |KOBAyASHI ¥ COL.  2002].

1.4.   Formas solubles de proteinas de membrane

Cuando una proteina de membrana es producida tambien como forma soluble, es

posible que la forma soluble mantenga integro el dominio de interacci6n, ya sea con
llgandos. sustratos. o con otras proteinas. Cuando la. regi6n ezctracelular de la proteina

de membrana mantlene su actividad biol6gica las consecuencias de la proteina anclada

en la membrana.  o de la forma soluble son dfastlcamente diferentes  [MURPHy y COL.

2008].

En efecto, la acct6n locali2ada de una proteina de membrana que partictpa de sehall-

zacl6n juxtacrlna, se vueive por el contrario rna accl6n sistemlca en el caso de la forma

soluble. al poder partlclpar ahora de la sefializacl6n paracrina [EHI,ERS y RloRDAN, 1991 ;

MASSAGUE,  1990;  KRIEGI,ER Y Col,..  1988].

Mss aiin, en el caso de proteinas receptoras. Ia forma de membrana y la forma solu-

ble desarrollan en ocaslones papeles antag6nicos. El receptor de membrana, al unlr el

respectivo llgando, produce cambios que inician la sefializact6n respectiva en la celula.

En contraposici6n, la. forma soluble del receptor. puede secuestrar al ngando bloqueando

la sefiaHzaci6n del receptor de membrana.

EjemploB de partlclpaci6n de formas soltinle8.   I.a potente citoquina proinflamatoria

TNF-cI, se encuentra en la celula como proteina de membrana. Su actividad a nivel siste-

mico es desencadenada rapidarnente cuando es clivada desde la superficie de la celula

por la enzlma convertidora. de TNF-ct OACE). Se describe tamblen que los receptores de TNF-ct,

(TNF-aRA, TNF-ORB) en la membrana celular, son clivados de modo de detener la sefiallzaci6n

proinflamatoria. que de otro modo conduce al shock septico [SMooKLER y COL. 2006|.

Par otro lado, la apoptosis via FAS/FASL es induclda en lan celulas tumorales par linfo-

citos T efectores. El receptor del Ivdfurul Ki!!er Groltp 2 (NKG2D) partlcipa de la activaci6n

de  celulas  NK y de la coestimulacion  de linfocitos T efectores,  al uliir a sus ligandos

MIC-A y MIC-B  thom6logos del complejci  mayor de hlstocompatibilidad)  que se expresan,

entre otros, en apitelios tumorales. Sin embargo, el aumento en los niveles circulantes

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



celulas tumorales. reduce la expresl6n de NKe2D en linfocltos. Asi nilentras que MIC-A en

membrana potencla la actividad anti-tumoral de los linfocitos, la produccl6n de la forma

soluble  (§MIC-A)  contribuye a la evasion tumoral de la respuesta immune  [GROH y COL..

2002].

FormaB Boliinleg de log receptores tlpo Ton.     Reclentemente, se identificaron lag for-

mas  solubles  de  algunos  de  los receptores  tipo Toll  (sTLR2  en humano,  sTLR4 en rat6n)

[LEBouDER y  COL.  2003:  IWAMI  y  COL.  2000].  has  sTLRs  podrian  atenuar la  respuesta

inflamatorla de una manera similar a lo que se observa en la sefializaci6n por citoqui-

nas [MANTovANI y COL. 2001|, donde fragmentos del receptor de membrana, incapaces

de desencadenar la sefiallzacl6n intracelular, unen de todas formas a sus respectivos

ligandos dismlnuyendo la probabilidad de encuentro de esto§ con los receptores unidos

a membrana.

Hasta el momento se ham identificado 6 formas de §TLR2 en plasma y leche matema hu-

mana; 3 de ellas (de 83. 70 y 66 kDa)4 son producidas a partir del receptor de membrana

[LBBouDER y COL. (2003}]. Sin embargo, se desconoce el mecanlsmo que lan genera. El

gen de TLR2 humano se ubica en el cromosoma 4 y se compone de 3 exones. El ex6n 3,

presente en todas las variantes de splicing descritas  [HAEHNEL y col,.  2002],  contlene

la regi6n codificante para la proteina de 7S4 aminoactdos. El dominio extracelular, resr

ponsable de la unl6n al ligando conuene 22 LRRs  (580 aminoacidos aprordmadamente)

[JIN I COL. 2007], en el N-terminal de la proteina. I,as distintas formas de sTLR2 tambien

corresponden a diversos fragmentos de la region N-terminal de TLR2, por lo que podrian

ser capaces de unir a los ngandos de TLR2.

Particularmente, el suplemento de sTLR2 recombinante atentia la producci6n de cito-

quina§ proinflamatorias in Ljitro |LEBoUDER T COL. (2003)I. El suero de sujetos infectados

con VIH |HEGGELUND y COL. 2004] y de paclentes tras haber sufrido infarto agudo al mio-

cardio [UELAND y COL. 2006] presentan bajos niveles de sTLR2. Estos bajos Iiiveles de sTLne

tendrian un papel importante en la patogenesls de estas enfermedades, sin embargo, la

significancta biol6gica o clrmca de §TLR2 a`in no ha sido demostrada.

De acuerdo con el modelo planteado en Figura I, la disminucl6n de los niveles de §TLR2
4ha proteina ex|)resada como receptor transmembrana es gllcosnada y presenta Mr de  110 Iba PrANG y

CoL.  1999].

10



F`lgura 1 : Papel poteacial de 8TLR2 en la rc8piiesta inflamatoria.
En la figura se presenta el modelo de la capacldad de sTLR2 de atenuar la respuesta lnflamatorla.
Bn a), log llgandos sc enc`uentran con TLR2 en la men.brana celular. IIilclando la cascada de scha-
li2acl6n lntracelular que I)reduce la respuesta inflamatorla. En b), §TLR2 en el espaclo extracelular
one a los llgandos de IIiancra quc estos no puedan ser rec.onocldos por log TLR2 de membrana. Io
que dismlnuye la sefializaci6n lntracelular prolnflamatoria.

faclllta la activaci6n via MAMPS de las celulas, lo que refuerza el estado inflamatorio en

enfermedades inflamatorias cr6nicas como la colitis ulcerosa y la enfermedad dc Crohn.

Asimismo, se podn.a atenuar la lnflalnaci6n durante la fase activa de estas enfermedades

medlante la admlnlstracl6n de sTLR2.

Ia determinaci6n de log niveles de sTLR2 en otras enfermedades, directamente asocfa-

das al  desbalance de la respuesta lnflamatorla,  puede e§clarecer el papel de 3TLR2 en el

desarrollo de este desbalance.
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1.5.   Determinaci6n de 8TLR2 en plasma

Para la determinaci6n de proteinas de plasma. existen dos metodologias tradlclona-

les: mesfem bfof y ensayo inmunoenzlmatlco en fase s61lda5 (ELISA). Cuando mas de una

forma de la proteina es detectada en el ensayo.  s6lo  u)estern blot permite diferenciar

por tamafio las diferentes formas. Sin embargo, para la cuantlficact6n medlante urestem
btof se necesita la comparact6n con una proteina referencia de la muestra puesto que

la intensidad de las bandas tiene escasa reproducibflidad. Para determlnaciones cuan-

tltativas en plasma,  donde no exlste una bueria proteina de referencla o de expresi6n

constitutiva,  es prefedble el ELISA acompafiado de una curva de calibraci6n con un es-

tandar de la proteina. La senslbilidad del ELISA permite medir proteinas tipicamente en

el rango de ng/mL a pg/mL. que representa la concentraci6n biol6gica de numerosas

cltoqulnas plasmatlcas [ANDERSoN y ANDERsoN, 2002].

Se ha logrado medir las §TLR2 presentes en plasma humano de sujetos normales o tras

haber sufrido lnfarto agudo  al miocardio,  a tra.ves de ELISA de captura |UBLAND ¥ COL.

2006]. Esta modalidad de ELISA consiste en la adsorci6n en el pocmo de una placa de un

anticuerpo es|]ea-fico contra la I)roteina a medir, denorrinado anticuexpo de captura, y

que, una vez que se aplica la muestra, retiene en la fase s6lida al antigeno. Un segundo
anticuelpo especifico contra un epltopo diferente de la proteina es usado para la detec-

cl6n. De este modo, se suprimen los efectos de la matriz del plasma durante la detecci6n.

que interfieren §6lo en la reacci6n entre el anticuerpo de captura y el antigeno. Por el

momento no existe en el comercio un kit de EuSA para. Ia deteccl6n de sTLR2.

En el presente semlnario de titulo se desarroll6 un EuSA de captura para la medici6n

de sTLR2 humano que posteriormente sera de utllidad para determinar los niveles de §TLR2

en el plasma de sujetos controles y paclentes con enfermedades asoctadas al desbalance

de la respuesta inflamatoria 6. Por otro lado, se propuso la estrategia para desanollar

una proteina recombinante de TLR2, requerida para la cuantificaci6n del ensa.yo.

5Enzimelinkedinmunosorberitassay
6Colltis Ulcerosa, enfermedad de Crohn, Asma.
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1.6.    Objetivos

Objetivo general     Establecer las condiciones 6ptimas de un ELISA de captura para iden-

tiflcar §TLR2 humano.

Objetivos especificoB

1.  Establecer las condiciones necesarias paLra la medici6n de §TLR2 en plasma por ELlsA

de captura:

a)  Selecctonar log anticuerpos.  sistema de deteccl6n y proteina de bloqueo para

ELlsA de captura, que permltan una medlcl6n con baja lnespectflctdad.

b)  Selecctonar rna proteina recombinante de TLR2 que sirva para la. confecci6n de

una culva estandar.

c)  Determinar las concentraciones de antlcuerpos que permitan desarrollar las

condiciones para medlr la proteina sTLR2.

2.  Dlschar herramlentas para el desarrollo de una proteina. recombinante de TLR2:

a)  Comprobar si el plasmidio PFLAGCMV-1-TLR2 contiene inserto de 2,3kb a traves

de ensa.yo de restrlccl6n.

b)  Comprobar sl el inserto codifica. para TLR2 humano a traves de secuenciact6n y

analisis biolnformatico.

c)  Amplificar la secuencta codificante de TLR2 y agregarle sitios de restricci6n para

su inserci6n en el vector de expresl6n PET-21a(+).
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2.   Materiales y Metodos

2.1.   ELISA de captura

incas. antlouerpos. prat:einas y reactivoB.   En todos los ensayos se utlnzaron places

Nunc®  Irmunosorp,  de fondo  tipo  F  (Plano)  Maxisorp®,  de  96  pocillos.  Para los  ELI-

SAs de captura se usaron como anticuexpos de captura anti-TLR2 eBioscience" clon

TL2.I  #14-9922 y R&D Systems,  Inc.  #AF2616. y como anticuerpo de deteccl6n Ran

Systems, Inc. #BAF2616. Se us6 BSA fracci6n V de Winkler Ltda. 81 sustrato 3.3`.5,5.-

tetranetflbenzidina ITMB) y la enzima estreptavidina-HRP  (Str-HRP)  fue de SIGMA®IT

2885,  S2438).  Proteina recombinante de TI,R2 humano  (ITLR2)  rue de R&D Systems,

Inc. #2616-TR.

TamponeB y SolucloneB.

Tampon PBS:  NaH2P04 0,02M. Na2HP04 0,08M. Nacl I,5M, pH 7,4.

Tampon carbonato:  Na2C03 0,1M, NaHC03 0, lMPH 9,2.

Soluci6n de la.vado:  PBS con Tween® al 0,05% v/v.

Soluci6n de bloqueo:  PBS con BSA al 1 % p/v. o con proteina de soya al 0.5% p/v

Tamp6n cltrato-fosfato:  NaH2P04 0,1M, Na3C6H507 0,05M, pH 5.0.

Sustrato de HRP:  10 % v/v de DMSO. 0.01 % p/v de TMB, 0,006 % v/v de H202 en tan-

p6n citrate-fosfato.

Protocolo general.   ha Figura 2 muestra el orden utilizado de los anticuexpos, antigeno

y la enzima en este tlpo de ensayo.
En primer lugar, el antlcuerpo de captura anti-TLR2 es diluido entre 1,75 y 5 #g/mL7

en tampon carbonato. Ensegulda.  100pL de esta dlluct6n son apllcados por pocillo ON a

4°C para adsorber el anticuexpo de captura al pocfllo. A continuaci6n se realizan 2 lava-

dos (para cada la.vado se utlllz6 400/i,L por pocfllo de solucl6n de lavado, con agitaci6n

por 30 segundos) y se agregan 200 pL de soluci6n de bloqueo por 2 horas a 37°C. Si-

giiiendo, se lava 3 veces y se agregan loo #L de muestra a ITLR2 en soluci6n de bloqueo
7Ias concentraciones de los antlouerpos u§adas se lnforman en Seccl6n 3. Resultados.
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Figura 2: Dlagmma del EIJSA de copt.im.
Se esquematiza el orden de los elementos del ensayo. Al fondo del poslllo se adsorbe el antlcuerI)o
de captura (azul) y la proteina de bloqueo (cafe). El anahito (anarlllo) queda unldo al antiouerpo de
captura, y une al antlcuerpo de detecct6n biotlnilado {rojo). Fthalmente, la enzlma estrepfavldlna-
HRP (verde) se une al antlcuerpo de deteccl6n.

por 2 horas a 37°C. Contlnuando, se lava 4 veces y se adiclona el antlcuerpo pollclonal

contra ThR2 conjugado con biotlna (#BAF2616) diluido entre 10 y 250 ng/mL en loo #L

de solucl6n de bloqueo por 1 hora a 37°C. Se lava 4 veces y se agrega Str-HRP, dllucl6n

I:200, en  loo ¢L de soluct6n de bloqueo. por 40 minutos a 37°C. FTnalmente se lava 5

veces y se aplica loo #L de sustrato de HRP. Ia reacci6n se detiene a los 45 minutes con

50 /i,L de H2S04 2N, y se reglstra la densldad 6ptlca (OD) a 450 nm. con referencia a 550

nm en equlpo Blo-Bad modelo 3550 mlcroplate reader.

Obtencl6n de mue8trae.    Sangre de sujetos normales fue colectada en tubos de co-

lecct6n  de 6.0 mL al vacio  con ED'IA ®D VACUTAINER®  K2  EUIA  10,8 mg).  Se cen-

trifugaron las muestras por 5 mlnutos a 5000 rpm. y se recuper6 el plasma desde el

sobrenadante. Para el almacenalniento los plasmas fueron refrigerados a -20°C hasta su

utlLi2acl6n.

2.2,   Avance en el de8amollo de TIR2 recomblnante

AnfllBIB de Becuenclacl6n.    El plasmldio pF`IAG-CMV-I-ThR28 fue enviado a Macrogen

lnc. paraL secuenclacl6n parctal con partldor universal para CMV.  Para el alineamlento

de secuencias se utlliz6 el programa CLUSIAIjw del European Biolnformatlcs lnstltute9.
8Donado por Dr. Mantovanl [WANG y Col,.  2001|.
ghttp : / /www . ebi . ac . uk / clustalw
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Etapa funci6n temperatura (oc) tiempo (s)
1 denaturaci6n 96 120
2 denaturaci6n 95 20c
3 primacl6n 64 20c
4 elongacl6n 72 50c
5 elongacl6n 72 300

Cuadro 1 : Detalle de la reaccl6n de PCR pare hTI,R2.
En el campo "empo", se ha lndicado con rna .c- aqueuas etapas que constltuyen el clclo. Ademas
se lncluye una etapaL lnlclal de denaturacl6n. y una final de elongacl6n.

ArillslB dc reBtricci6n.    ha digestl6n doble fue reanzada con BcimHI.  IVoH y tampon

3  de New England  Biolabs®  (#R0136S.  #R0189S.  #87003S).  El plasmidio  PFLAG-CMV-1-

TLR2 se incub6 simultaneamente con ambas enzimas a 37°C por  I hora,  seguido de  10

minutos a. 65°C. Ii)s fragmentos fueron resueltos en gel de agarosa al 1 %. en tamp6n

TAB uns base 0.04M, acldo acetico 0,02M. Na2EDTA lmM pH 8,0), junto con 250 ng de

estindar de DNA de lkb Winner Ltda. #BM-1090.

DIBefio de partldoreB y PCR.    Para el disefio de partidores se utiliz6 el programa PH-

mer3Plus [UNTERGAssER ¥ CoL.. 2007|[°. usando la interfaz "Ctorilrtg". Como secuencia

objetivo. se usa 1a secuencla consenso para TLR2 humano, nQ de acceso ab445624, 1imi-

tada a la region codficante desde el aminoacido lisina 19 hasta arglnina 587, o hasta el

aniinoacido C-terminal. I,os partidores entregados I)or el programa fueron modificados

para anexar los sitios de restricci6n Bamlll en el partidor sentido y Notl en los partidores
antisentido; tanbien se agregaron bases irrelevantes para permitir el corte per la enzlma

de restrlccl6n.

Como DNA I)olimerasa se utiliz6 Pfu de Stratagene #600670. Se fij6 en 30 ciclos la

reacci6n, el detalle se muestra en la. Tabla I. Para la. puriflcaci6n de los productos de PCR

se usa kit de purificacl6n desde gel ©gIAGEN #28704, usando el protocolo recomendado

por el fabricante para la extracct6n con microcentrifuga.

[°http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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3.   Resultados

3.1,   Trmp6n de sensibilizacllin. proteina de bloqueo y sistema de

detecci6n

En el ELISA de captura, la. proteina. es reteulda desde la muestra ljquida en la fase s6-

lida por el alitlcuerpo de captura. Continuando. se aplica el sistema de deteccl6n con el

fin de medir la caritidad de proteina retenida. EI ELISA de captura para §TLR2, rue adaptado

a partir de un protocolo comerclal para la medici6n de cltoquinasLL. Como antlcuerpo de

captura, se selecclon6 #AF2616, antlcuerpo pollelonal de cabra contra la porci6n extrace-

1ular de TIJi2. Coma sistema de deteccl6n se emple6 el antlcuerpo de deteccl6n policlonal

conjugado con biotim #BAF2616, que fue preparado en la lnlsma especle y contra el mlsmo

antigeno que el antlcuexpo de captura, y Str-HRP que a su vez une a la blotina presente en

el anticuerpo de deteccl6n.

En el 1nlcio de los ensa.yos de EuSA no se contaba con la proteina recombinante de

TLR2,  lo  que  obllg6  a seleccionar muestras blol6gicas  que  contienen sTLR2.  ha muestra

utilizada fue plasma, puesto que, tanto por ELISA de captura como por western blot. se

ha demostrado la presencia de sTLR2 en este tipo de muestras [HEGGBLUNI) y COL.  2004:

UELAND ¥ COL. 2006; LBBouDER y COL. 2003]. Se observ6 con anterioridad que algunas

muestras de plasma producen mayor inespecifroidad en ensayos control sin antiouerpo.

por lo que solamente se utlliz6 plasma. de un iinico sujeto. normal.
Como punto de partida se utllizaron dos soluciones de bloqueo altemativas,  PBS-

BSA 1 % o PBS-Soya 0,5%, I)ara evaluar su influencia en la oD de fondo. Se prob6 la

sensiblllzacl6n a pH 7,2 en tanp6n PBS o a pH 9,4 en tamp6n carbonato, pues el tanp6n

de sensibillzact6n puede tener efecto en la cantidad de anticuerpo adsorbido. como en

su funcionalldadl2.

Se observaron bajas oDs para las muestras independientemente de los tampones de

sensibmzaci6n y  de bloqueo  ensayados  (Flgura 3). Ambas  soluciones  de  bloqueo  son

efectivas. sin embargo,  el bloqueo con PBS-BSA 1 % alnplia la diferencla entre contro-

les negativos y lnuestra.  Se seleccion6 el tamp6n carbonato para las senslblllzaclones
LLhttp://www.bdbiosciences.com/pharmingen/protoc:ols/Cytokine_EI.ISA.shtml
12Durarite el procego de adsorcl6n. Ias proteinas deben adqulrir una conformact6n que cxponga los gmpce

polares o hidrofoblcos que la anclaran al poclllo:  sin embargo.  Ia conformacl6n adoptada en la fase s6llda
puede alterar la capacldad de la proteina de unlr al antigeno.
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Figura 3: Eifecto de 8olucl6n de bloqueo y tamp6n de 8en8lJ]rmcl6n
En  el  graflco sc muestra la OD  obtenlda a paLrtlr de  ELISA,  con el anticuerpo de captura #AF26`6
usando concentracl6n de 5 ng/mL, para dlluclones de mueshas de plasma 1:loo (-),  1:1000
(E=]) y control sin plas]rm (±) (resultados de 1 experinento), Se utlllz6 el anticuerpo de detedin
a una concentracl6n de 50 ng/InL. Se probaron los tamponeg de senslbmzacl6n PBS y Carbonato.
y las soluclones de bloqueo PBS-BSA I % y PBSsoya 0.5 %. El uso de PBS-BSA 1 % como solucl6n
de bloqueo  mueBtra  diferenclas  entre controle8 ne8atlvos y muestras  (PBS  BSA,  COS  BSA)  en
contraste al uso de PBS-Soya 0.5 % 0'BS SOYA. COO SOYA) que no muestra dlferenclas.

posterlores, por haber producido oDs sutilmente mayores.
Para descarfar problemas en el slstema de detecct6n, esto es antlcuerpo de detecct6n.

str-HRP y sustrato. se ensay6 por separado la funclonalldad de cada elemento. Primero se

comprob6 la capacidad enzimatlca de Str-HRP en la reaccldn colorimetrica final del ensayo

(FYgura 4a). Ensegulda se evalu6 la capacidad del anticuerpo de detecci6n de unit Str-HRP

(Figura 4b). has pniebas mostraron que el slstema de detecci6n es funclonal.

Continuando se evalu6 la capa.ctdad del antlcuexpo de detecct6n de unlr sTLR2 en la

muestra.  Para estudlar la posible lnterferencia de los  componentes  del plasma en la

union del antlcuerpo de detecci6n y a falta de un control positivo de sTLR2. se senslblllz6

la placa con dlferentes diluclones de muestra de plasma, tal como se haria en un ELISA

directo. Despues de bloquear la placa, se contindo aplicando el slstema de detecci6n.

En contraste a lo observado anteriormente en los ensayos de funclonalidad del slste-

ma de detecci6n, las muestras de plasma mostraron oDs menores a 0.3 (F[gura 5). Bsto

expllca las ode bajas medidas para muestras de plasma en el ELISA de captura prelimlnar.

Ademis, los blancos sin anticuezpo de detecct6n evidenclan que rna parte lmportante

de la oD es independiente de la interacci6n especffica antigeno-anticuerpo y corresponde

al ruldo del ensayo. Todos los blancos tlenen oD sobre 0,1 y mantlenen la dlstrlbucl6n

18



1.6il,2ao,88o,40

Ctrl   Str-HRP

Condlcl6n

!''!RERE=HH

Condlct6n

'')'

FTgura 4: Funclomlld&d del BiBtema de deteccl6n
En (a) se muestra la oD desalrollada por el sustrato cuando es aplicado en un poclllo sensiblllzado
con  loo pL de Str-HRP dnucl6n  I:ZOO (Str-HRP);  como control negauvo.  el pocmo foe tratado con
solucl6n de bloqueo por 2 horas a 37°C, prevlo a la apncact6n de Str-HRP (Ctrl). En th) se muestra
la oD del sustrato.  tras haber senslbmzado con  loo /4L de anticuerpo de deteccl6n #BAF2616 a
5 pg/mL, lavado con PBS-Twhen®, bloqueado, e lncubado con loo /tL de Str-HRP dilucl6n 1:ZOO (Ac
+ Str-Imp); como control negativo,1a senslbilizacl6n se hizo s6lo con PBS (Sin Ac). Les resultados
corresponden a promedlos de dupllcados ± desvlacl6n estandar.

observada en log experimentos con el anticuexpo. Un niaino de serial se obtuvo para

diluclones intermedias de plasma en el rango 1: 1000-1:5000.
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Figura 5: nffiEma seaal de 01) en EHSA dlrecto a dlluclones intermedlas de plasma
En el grafico se muestra la OD obtelilda a partlr de ELISA dlrecto senslblllzando con loo /in de dire-
rentes dlluclones de plasma desde 1: loo a 1:10000 (-)(resultados de 1 experlmento). Se utlllz6
el anticuerpo de deteccl6n a una concentracl6n de 50 ng/mL. Como control negativo se utlllzaron
lag mismas dlluclones de plasma. sin agregar antlcuerpo de deteccl6n (±). Se observa uli mi-
]dmo de seflal entre las dlluclones  I: 1000 y 1:5000. alrededor de 0,05 restando sus respectivos
blancos sin antlcuerpo de deteccl6n.

3.1.1.   Fbicbas con antlcuerpo de captum monoclonal y rTLR2

Las interacciones inespecfficas que resultan entre el plasma y el sistema de detecci6n

no  permiten tuner un ensayo  de  ELISA  directo  confiable.  Para subsanar este problema

se escogl6 para la captura de la proteina un anticuerpo monoclonal contra la porci6n

extracelular  de  TLR2.  clon  TL2.1.  Este  antlcuexpo  ha  sldo  utlllzado  previamente  para  la

medicl6n de sTLR2 por ELISA de captura en plasma, adn cuando no se ha demostrado que

sea capaz de imir todas las formas de sTLR2 [UELANI) y COL. 2006].

Para estimar la. cantidad de TLR2 que podrl-a ser detectada. se utillz6 1a proteina recom-

binante de TLR2 #6]6-TR (rTm2) de R&D Srstems. Una curva estindar desde 80 ng/mL a 320

ng/mL de la proteina rue ensa.yada utillzando diferentes dlluciones tanto de anticuerpo

de captura como de deteccl6n (F`igura 6).

El ramgo de oDs oscila entre 0,6 y 1,4 para la mayor concentraci6n de antlcuerpos. y

disminuye al usar mayores diluclones de anticuerpos. Esta disminuci6n en la. oD es mas

marcada al diluir el anticuerpo de deteccl6n. Para todas las diluclones de anticuerpo de

captura y de detecci6n ensayadas, se observa un aumento en la oD proporcional a la

_  concentract6n de rTLR2. I.a oD de los expermentos controles, en los cuales no se agrega

rTIR2,  corresponde a aproxinadamente un 30% de la oD obtemda para  160 ng/mL de
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Figura 6: Curva eBtandar de rTm2 en EIISA de captum con monoclonal. clan TI,2.1
Bn cada grafico de barras se presentan las oDs obtenidas por EuSA de captura para tres concentra-
clones de rTLR2 (320-80 ng/ml,) y el c.ontrol correspondlente al ensayo sin proteina recomblnante
(Ctrl). como promedio de dupllcados ± desviacl6n estandar. Los graflcos representari de lzquler-
da a derecha tres concentraclones del antlcuerpo de deteccl6n (250 ng/mL.  62,5 ng/mL. 31,25
ng/mL): de arriba a abajo. tres concentractones del antlcuerpo monoclonal de captura (5 /£g/mL,
2,5 #g/mL.  1,75 #g/ml,). Se ha trazado con llnea punteada el nlvel del experlmento colitrol. en
todos log c.asos en que dicho control reprcsenta alrededor de un terclo de la oD del punto medlo
de la curva (160 ng/mL).

rTLR2.  ha oD de estos  controles podria deberse a una interacci6n inespectfica entre los

anticuexpos de captura y deteccl6n.

Con el objeto de conocer la intensidad de la posible interacci6n entre el anticuerpo de

detecci6n y el antlcuerpo de captura observada en los controles del experimento anterior,

respecto de la uni6n al antigeno. Ia placa se senslblllz6 alternativaniente con looAg de

antlcuerpo de captura o de rTLR2. y despues de bloquear. se apllc6 el sistema de detecci6n.

Como se aprecia en los resultados de esta pmeba, |FTgura 7) la interaccl6n observada

entre el par de anticuerpos es mucho mas debn que la uni6n entre el anticuer|]o de
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Figura 7: nteraccl6D entre antlouerpoB eB d61)il frente a la unl6n a rTLR2
El grafico muestras las oDs obtenidas tras senslblllzar con 100 ng de anticuerpo de captura TEL2.1)
o  loo ng de rTLR2  [ELR2), y apncar el slstema de deteccl6n,  con el antlcuerpo de deteccl6n a 50
ng/mL:  "ramp6n"  corresponde  a la  condlcl6n  sin proteina  en la etapa  de  sensiblllzact6n.  I,os
resultados conesponden a promedlos de trlpllcados ± desvlacl6n estandar.

deteccl6n y rTm2. For conslguiente, la diluct6n del antlcuerpo de detecci6n podria ampliar

la diferecta en la oD del control y la curva.

En busca de una mayor diferencta entre la oD de la condlcl6n control y la curva es-

tindar, se probaron menores concentraclones del anticuerpo de detecct6n (vcr discusl6n

en Secct6n 4, Figura 12). Si bien la mayor diluci6n del anticueapo de detecci6n logra dis-

minuir la union inespecifica, tambien disminuye la serial de la curva estandar con rTLR2

(FTgLira 8) .

Con estos resultados, se selecctonaron las concentraclones de anticuerpo a utllizar.

Ia concentraci6n dd anticuerpo de captura se fij6 en 5 /ig/mL, y la del anticuerpo de

deteccl6n en 62,5 ng/mL,  de manera de lograr para la curva estindar la mayor oD

poslble manteniendo la oD del control sin rTLR2 I)or debajo de 0,1. Con esta configuract6n

se decldi6 aplicar el ELISA de captura a muestras de plasma.

Para evaluar la capacidad del ensayo  de identificar rTIR2 en la mlsma matriz de las

muestras, se agreg6 al plasma rTLR2 a una concentracl6n final de ZOO a 400 ng/mL de

la proteina recombinante. Como se muestra en Flgura 9, el ensayo es capaz de medir

desde 20 ng/mL de rTLR2 y conserva proporcionalidad entre oD y concentract6n al memos

hasta 320 ng/mL (curva estindar}. Sin embargo en plasma se observa una disminuct6n

alrededor de un 45 % en la oD de rTLR2, lo que implica que la matriz del plasma interfiere

significativamente con el ensayo. El plasma presenta una oD corregida inferior a 0,07
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mgura 8: Diluci6n del antlcucrpo de dcteccl6n diBminuye la OD inespecfflc&
El graflco muestras las ODs de la ourva estindar con rTLR2 (40-160 ng/mL)  del  ELISA de captura,
usando antlcuerpo de captura en 5Hg/InL y para dos concentraciones del antlcuerpo de detecci6n,
25 ng/mL (-) y  10 ng/mL (      `),  Para ambas concentraclones de anticuerpo de deteccl6n. Ia
schal del control sin rTLR2 (Ctrl) es menor a 0,075, en contraste a lo reglstrado en el mismo control
para mayores concentraclones del antlcuerpo de deteccl6n (FTgura 6). Los resultados comesponden
a promedlos de dupllcados ± desvlacl6n estandar.

tanto en presencia como en ausencla del antlcuerpo de captura. Al adictonarle rTLR2 (200

ng/mL) al plasma, la oD correglda aumenta hasta 0,13, mientras que en el experlmento

sin antlcuerpo de captura, el aumento es solo hasta 0,07.
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ELgura 9: Deteccl6n de mR2 en plaana
ELISA de captura, usando diluct6n 1:800 (62.5 n8/mlJ de antlcuerpo de deteccl6n y antlcuerpo de
deteccl6n en 62,5 ng/mL.  Ias oDs se han corregldo con respecto al control sin plasma nl rTLR2.
En (a) se muestra la curva estindar de rTLR2 de 20 a 320 ng/mL. Bn (b) se muestran lag lectura
obtenldas en plasma con 0, 200 o 400 ng/mL de rTLR2 (-); coma control. se ha graficado el ensayo
sin antlcuepo de captura (     _-). En ambos graflcos. se muestran tos promedlos de dupllcados ±
desvfacl6n estindar.

3.2.   Avance en el desamollo de TIR2 rec®mblnante

Hasta el momento, ha sido de grali utilidad para los ensayos la proteina recombinante

de TLR2 ca616-TR de  R&D  Systems.  Para poder contar con una proteina recombinante  de

TLR2 humano productda en el laboratorlo.  se realiz6 la caracterlzacl6n de la secuencla

codlficante de Tue2 humano. presente en el plasmidlo pFLAG€MV-TLR2.

Log resultados se muestran a contlnuacl6n.

Secuencla c®dlflcante de TIJ22.    El plasmidio pFLAGJ=MV-TLR2 contiene la secuencia co-

dificante de TLR2 humano.  I.a disposlci6n de la secuencia codificante de TLR2 se confirm6

a traves de secuenclacl6n con el partldor universal de cMv (ngura 10).

De acuerdo al allneamiento con la secuencia consenso de TLR2 humanol3, el plasmldio

PFLAG-CMV-TLR2  posee  una  secuencia  de  2.3  kb  que  codifica  desde  el  reslduo  lisina  19

hasta el  extremo C-terlnlnal de TLR2,  flanqueada por un  sitio  de restriccl6n IVo£I en  el

extremo 5'. y un sitio Bamlll en el 3'.
L3rf de acceso ab445624.
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mgura 10: AndllBle del plamldlo PHAG-CMV-TIR2
En (a) gel de agarosa 1 % para resolver el plasmldio PFIAG-CMV-Tu22 (earful 1) y su digestl6n con
BamlH y JVotl, que llberan el lnserto de 2,3 kb (carrll 2):se cargo el estindar de peso molecular de
lkb (carrll 3), y se anotaron los tamafios de lan bandas en kb. En a)) el resultado de la secuencla-
ct6n tsecuenctacl6n) se allne6 con laL secuencla del plasmldio vacio (PFIAG-CMV-1) lndlcada por el
fabricante. entre el promotor CMV y el sltlo No£I (arrlba) y con la secuencla consenso de ThR2 con
nq de acceso ab445624 rHJR2_ab445624). entre las bases codlflcantes para el amlnoacldo l]slna
19 y alanlna 54 (abajo}.
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PCR para TLR2.    Para consegulr la proteina recombinante es necesario utlllzar uri vec-

tor de expresi6n bacterialio. Con el objeto de incluir la seouencia codificante de TLR2 en

dicho vector,  se  disefiaron parildores  PCR para afiadlr por PCR al lnserto,  1os sitlos de

restrlcci6n 5' Eamlll y 3' JVo£I, adecuados para el subclonanilento.  Como vector de ex-

presi6n. se seleccion6 el plasmldio PET-2]a(+) de Novagen® donado I)or el Dr. Oscar Le6nl4.

Este vector contiene el promotor T7 rio arriba del sitio de multlclonamlento. y rio abajo de

este, tiene un region que codifica para un tag de histidinas[5 (FTgura I la). Se disefiaron

tres partidores con sitios de restricct6n para subclonar TLR2. Un partidor sentido cormin

(Fwd_BamHl_TLR2), y 2 antisentido alternativos para. amplificar la secuencta codificante de

la parte  extracelular de TLR2  (R_eTLR2_Notl),  o  la secuencla completa (R_cTLR2_Notl). A conti-

nuaci6n se muestran sus secuencias de 5' a 3.. Las bases en italicas hibridan con TLR2,

mlentras que en negrita esfa el sltlo de rcstriccl6n BarriHI en el caso del partidor sentldo,

y IVo£I en el caso del antisentido.

I  Fwd  Bandll  ThR2: GGCGGGATCCCIAACIAA:]CCICCAATC

I  R eTLR2  Nod: TAATGCGGCCGCCC"TtIACIATTCCG

I  R  cTLEra  Notl: AITAGCGGCCGCGGACITiIATCGCAG

::Eies¥:£ddee¥h]'s°ti8|rain:F:C£Edcq:##diupniti¥at#:acdTne.deiaproteinaporcolurmadeNl.
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Figura 1 1 : Ampllficaci6n per PCR de Beciiencl& de TIR2
En (a) se muestra un esquema del sitlo de multlclonamiento del vector PFT-21a(+). En el sentldo
transcrlpclonal  del promotor T7  rl7  promoten  se ublca prlmero  el  sltlo  de  restrlccl6n  BamlH,
seguldo de IVotl, y de la secuencla codlflcante para la cola de histidinas (HIS tag}. ha transcrlpcl6n
esfa normalinente reprlmlda por el operador lac (lac operator).  En a) se muestra el producto de
PCR utlllzando los pallldores dlschados para la secuencia completa de TLR2 ( 1) , y para la porcl6n
que codifica para el domlnio extracelular {2), Se niuestra ademas la purificaci6n con columna de
log productos de PCR (1p, 2p) y la rcaccl6n sin templado (3): se compara contra estandar de DNA
de lkb (8). Los productos de ampllficacl6n poseen los tamafios esperados de 2,3 y  I,7 kb.

Los partldores adiclonan sittos de restrlcci6n que mantlenen el marco de lectura ade-
cuado para la expresl6n de TLR2 y el tag de histidlnas en PET-21a(+).  En la Flgura  I lb se
observa coma resultado del PCR, los fragmentos esperado§ de 2,3kb para la amplificact6n
del inserto codiflcante para TLR2 completo, y de I.7 kb, correspondiente al amplificado de
la regl6n extracelular. Los productos de PCR fueron purificados desde gel, para continual
con su digestl6n y llgaci6n al vector PET-21a(+)

Hasta la fecha no se ha conseguldo llgar el amplificado de PCR con el plasmldio de

expresi6n.  Una vez  consegulda  la.  Insercl6n  en  el  vector  PET-21a(+).  resta  incluir  dicho

vector en bacteria mediante transformaci6n. Contlnuando, la expresi6n en bacteria de

Tue2 debe ser inducida con lpTG y finallnente, TLR2, tiene que ser purfficado en columna de

Ni. per media del tag de histldinas que contlene.
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4.   Discusi6n

S6lo  en los iiltimos  10 afros,  tras la descrlpci6n del primer hom6logo  de la protei-

na Toll de Drosaphiha en humanos.  se ha descubierto la capacidad de los Tins de unir

molecular microblanas, y se ha demostrado la intlma relaci6n de estos receptores con

la inmuliidad innata.  y el  desarrollo  de la inflamaci6n  [O'NEILL,  2004].  Durante  este

periodo se ha descubierto rna red creclente de componentes que partlcipan de las cas-
cadas de sefializaci6n de estos receptores, y tambien se han descrlto algunos inhibidores

end6genos de los TLRs |KAWAI y AKIRA, 2006].

En la actualidad,  se ha. explorado la relaci6n entre los TLRs y el desarrollo de pato-

logias  de  caracter lnflamatorio a  autoinmune,  con lmportantcs  descubrinientos  en  el

area clinica.  Es el caso de TLR4, involucrado en la progresi6n de la artritls reumatolde:

El uso de un antagoulsta de TLR4 disminuye sustancialmente las manifestaciones clini-

cas e histo16glcas de la. artritis en modelos mulinos de artritis esponfanea e inducida

[ABDOLLAHI-RooDSAz y COL. 2007]. De mariera similar, el inhlbidor dual de TLR7/9, lRS954.

desarrollado por Dynavax Technologies, disminuye los sintomas y la progresi6n de la

enfermedad en modelo murino de Lupus [BARRAT y CoL. 2007]. Estos estudlos ham mo-

tivado esfuerzos para el desalrollo de nuevos inhibidores de los TLR§ y su sefializaci6n,

y han puesto de manifiesto la lmportancia de los posibles mecanismos end6genos de
regulaci6n negativa de estas vias, entre los que se encuentran la producci6n de sTLRs.

Hasta la fecha no se ha demostrado la particlpaci6n de la formas solubles  de los

TLR§  en  el  desarrollo  de  enfermedades  inflamatorias,  tampoco  ham  sldo  utilizadas  con

fines  terapeuticos.  Sin  embargo,  sTLR2  dismlnuye  in L)itro la producct6n  de  citoquinas

pro-inflamatorias, ya sea con  el uso  de una proteina recombinante  de sTLR2,  o  con la

apncaci6n de los fluidos biol6gicos que contienen sTLR2: plasma, saliva y h-quldo alnnl6tico

[LEBOUDER y COL. 2003; KURolsHI Y COL. 2007:  DULAy y COL.  2007].

Ia medicl6n de §TLR2 en el plasma se ve dificultada por la complejidad de este fluldo. EI

plasma contiene una mezcla abundante de proteinas, carbohidratos, y lfpldos. Algunos
de estos componentesL6  son fuente de interferencia para los inmuno-ensayos, ya sea

enmascarando la. cantidad real del analito o sobrevalorindola.  Por otra parte existen

diferenclas en varios 6rdenes de magnitud entre las proteinas mas abundantes. como
16Flbrin6geno, proteinas del complemento. factor reumatolde, autoantlouerpos. eutre otros [WooD.  1991).
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la albiimina. y otras de menor abundancta como las citoquinas [GRANGER y CoL. 2005]

y las concentraciones de la mayoria. de lan proteinas plasmaticas son extremadamente
variables de un individuo a otro |SELBy.  1999]. Asi. Ias proteinas de rna.yor abundancia

suelen entorpecer la medici6n las de menor aburldancla.

4.1.   ELISA de captura para TIJR2

En el presente seminarlo de titulo se ha mostrado la estandarlzacl6n de un ELISA de

captura con un rango lineal entre 20 y 320 ng/mL de rTLR2.

Sin embargo, se ha mostrado que la matriz del plasma es capaz de interferir con la

medlci6n {Figura 9) disminuyendo la oD de rTLR2 en un 45 %.

En consecuencla. Ias formas de sTLR2 end6genas no ham sido detectadas a`in. pese a

que la concentraci6n plasmatica reportada |]ara §TLR2 en individuos normales es alrededor

de 50 ng/ml, [UELAND ¥ CoL. 2006], que se encuentra dentro de la curva estindar con

rTue2. Es probable que las muestras de plasma necesiten algtin procesamiento previo para

dislninuir las interferencias de la. matriz en el ensayo.

Uni6n ines|]ecifica entre log componcntes dcl ensayo.   Durante la estandarizacl6n

del protocolo, se observ6 interacci6n inespecifica entre el anticuerpo monoclonal de cap-

tura,  clon TL2.1 #14-9922 y el anticuerpo policlonal de detecci6n #BAF2616. Dlcha interacct6n

podri-a ocurrir por la presencia de lnmunoglobulinas reactivas contra el antlcuerpo mo-
noclonal en el suero polichonal.

De acuerdo al supuesto esquematlzado en la Figura 12, al usar rna.yores diluctones

del antlcuerpo policlonal de detecct6n, decrece la cantldad de antlouelpos que se unen

a la fase s6lida, tanto aquellos que se unen especificamente como los que lo hacen de

manera inespecifica, tal como se ha observado en los experimentos, F`lgura 6 y Figura 8.

Sin embargo, diferenclas entre las afinida.des de las lmunoglobulinas policlonales permi-

tlrian obtener una mayor serial de rTLR2 frente al control Sin proteina recomblnante a una

dtluci6n determinada del anticueapo ponclonal. En efecto estas diferencias en afiliidades

quedan en evidencia en el experimento sintetizado en la mgura 7. en el que se prueba el
sistema de detecct6n contra iguales cantidades de rTLR2 o de anticuelpo de captura.
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Figura 12: Ciirva te6rica de uni6n espccffica V/S no cspecfflca del anticuexpo poli-
clonal
las curvas en el gfaflco superior tlustran la fraccl6n del anticueTpo de deteccl6n que se aricta a la
fase s6uda durante el EL!SA de captura. de acuerdo con la dlluct6n de este antlcuelpo. Se postula
que dentro del conjunto de anticuerpos. aquellos que se unen a Tm2 tlenen mayor afinidad (-)
que log que se unen a otros elementos del ensayo ("".). De acuerdo con esto, abajo se llustra lo
que resultaria del EusA de captura al utlllzar 3 dlluclones dlferentes de antlcuexpo de deteccl6n, en
un cxperimento con TLR2 [ELR2), o solo con el vehiculo (earl). En I y en Ill las formas de las curvas
dlsminuysn las dlferenctas entre ambos experimentos: una dllucl6n lntermedia del ant{cuerpo de
detecct6n {H) permlte el aumento en la. dlferencla entre el experimento con "ca y el control.

has  pruebas  con  mayores  diluctones  del  antlcuerpo   de  detecci6n  en  mgura 8

(25 ng/mL,  10 ng/mL)  concuerdan con la situacl6n Ill del supuesto,  donde la serial

de la curva esfandar se acerca a la del control. I.a mismo sucede en Figura 6 al usaf

el anticuexpo de detecci6n mas concentrado (250 ng/mL), esta vez concordando con la

situacl6n I. Por esta raz6n. para el ensayo se seleccton6 una concentracion intermedla

(sltuaci6n 11)  de ant]cuexpo  de captura.  62,5 ng/mL,  que  optimi2a la sensibilidad del

ensayo. Ademas se logra mantener el control con oD bajo 0,1.

For ultimo. se mostr6 que la aplicaci6n de rTm2 al plasma tras bloqueo del poclno, au-

menta la oD desarollada. I)or el sistema de detecci6n sin la. participaci6n del anticuerpo

de captura (FTgura 9b.  "Sin Captura"). Es poslble que los antigenos en el plasma sean
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capaces de quedar fijados al pocillo aiin con la proteina bloqueante. Io que explicaria el

aumento en la oD de los controles sin anticuerpo de captura al agregar rTIJi2 (FTgura 9).

Importancla de rTI,R2 come control poBltivo.   El principal inconveniente en el ana-

lisis de los resultados de la Subsecci6n 3.I Pruebas con el sistema de detecct6n, fue la

ausencia de un control positivo para la evaluacl6n del ensayo. Para la elecci6n del anti-

cuerpo de detecci6n, asi como el tampon de sensibilizaci6n y la soluci6n de bloqueo, el

principal crlterio fue el de conseguir un disefio con baja serial de rondo (controles nega-
tivos). Con el uso de la proteina recombinante de TLR2 log experimentos apuntaron hacia

maxlmlzar la diferencia entre los controles nega.tivos y las mediciones con rTLR2. Tambien

fue poslble asegurar que los anticueapos utillzados en el disefio Son capaces de retener

al antigeno en la fase s611da, y par ultlmo se encontr6 rna relaci6n proporcional entre la

cantidad de rTLR2 en la muestra y la lectura de oD.

4.2.   Estmtegia pare el deganollo de TIR2 recombinante

Se ha comprobado la presencia del inserto codificante para TLR2 en el plasmidio PFLAG-

CMV-TLR2, y se ha estandarizado el PCR necesalto para agregar. a este inserto. Ios sitios

de restricci6n necesarlos para insertarlo en un vector de expresi6n bacterlano. Usando

la misma amplificaci6n por PCR,  con otro partidor reverso.  se consigul6 agregar sitios

de restricci6n a una segunda secuencia codificante de TLR2, que va desde el aminoactdo

llsina 19 hasta arginina 587, y que corresponde a la regl6n extracelular de la proteina.

Las secuenctas para amplificar son inusualmente grandes (1,7 y 2,3 kb), por 1o que

rue necesario utflizar una enzima de alta fidelidad (Pfu) I)ara la reacci6n de PCR.

Una vez que se incoxporen los insertos en el vector de expresi6n bacteriano. otros

desafios quedan en tomo a lograr la expresl6n de las proteinas. y su purificact6n. For

ultlmo.  se  debe  conseguir que  dichas  proteinas  mantengan los  epltopos  reconocidos

por el par de  antlcuexpos  del ensayo.  Pese  a  estos  posibles  obsfaculos.  es  necesarlo

desarrollar tecnologias  proplas  que  amplian los  alcances  del  desalrollo  cientifico  del

pals.
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5.   Conclusi6n

Durante el presente trabajo. se ha logrado la estandarizacl6n de un ELISA de captura

para rTLR2, con rna curva estindar entre los 20 y 320 ng/mL de proteina recombinante.
I,as deteiminaciones hechas con este ensayo en plasma. ham mostrado una interferencfa

en la detecci6n de rTLR2.  que muestra la necesidad de apllcar un tratamiento previo al

plasma para lograr medir sTLR2 end6geno.

Tambien se ha determinado la disposict6n del inserto codificante para TLR2 en el plas-

Inidio pFLAG€MV-l-TLR2, y se ha diseflado un PCR que permlte subclomr tanto la secuencla

completa del inserto. coma la region codificante para el dominio extracelular de TLR2, en

el vector de expresl6n bacteriano PET-21a(+).

ha estandarlzaci6n del ensayo. es de gran utmdad para esclarecer el poslble rol de

sTLR2 en el desarrollo de enfermedades inflamatorias  o  autoinmunes. y por tanto, para

el desarrouo de terapias de nueva generaci6n enfocadas a la actividad de TLR2 en dichas

enfermedades.
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