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Resumen

Obtener reactivos biolégicos mediante su produccion in home representa una ventaja
importante en el estudio de enfermedades con escenarios multicomponentes como lo es el cancer,
dado a que el suministro extranjero representa una inversién desmedida para un laboratorio de
ciencias bésicas de un pais en desarrollo, en términos de costo, cantidad y disponibilidad. Por ello,
se realiza la expresion del dominio extracelular (DEC) de la proteina humana PD-L1 (ligando de
muerte programada 1) empleando tecnologia del ADN recombinante, su purificacion usando
cromatografia de afinidad y su respectiva caracterizacion a través de técnicas analiticas y de facil
acceso como el SDS-PAGE y el Western Blot. Obteniendo como resultado la produccion de
proteina recombinante humana PD-L1-DEC con un rendimiento del 7.8% al obtener 7.8 mg de
proteina, con un alto grado de pureza asociada a una Unica banda bien diferenciada en los geles de
poliacrilamida y la verificacion de su identidad mediante el reconocimiento de esta por un
anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 comercial. A traves de este proceso metodoldgicamente viable
se obtiene PD-L1 recombinante funcional para su aplicacion en experimentos de interés biomédico.

Palabras clave: Proteinas recombinantes, PD-L1, cancer, puntos de control inmunoldgico,

biomarcadores, biotecnologia, E. coli.
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Abstract

Obtaining biological reagents through in-house production represents a significant
advantage in the study of diseases with multicomponent scenarios, such as cancer. This is because
foreign supply represents a disproportionate investment for a basic science laboratory in a
developing country, in terms of cost, quantity, and availability. Therefore, the expression of the
extracellular domain (ECD) of the human PD-L1 protein (Programmed Death Ligand 1) was
performed using recombinant DNA technology, its purification using affinity chromatography, and
its respective characterization through accessible analytical techniques such as SDS-PAGE and
Western Blot. The result was the production of recombinant human PD-L1 ECD protein with a
yield of 7.8% (obtaining 7.8 mg of protein), displaying a high degree of purity associated with a
single well-differentiated band on polyacrylamide gels. Its functionality was verified through
recognition by a commercial anti-PD-L1 monoclonal antibody. Through this methodologically
viable process, functional recombinant PD-L1 is obtained for application in biomedical
experiments of interest.

Keywords: Recombinant proteins, PD-L1, cancer, immune checkpoints, biomarkers,

biotechnology, E. coli.
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1 Planteamiento del problema

La regulacion positiva de moléculas en las células cancerigenas tiene un potencial uso en
el diagnostico temprano de la enfermedad. Moléculas como la proteina PD-L1 que son puntos de
control inmunitario presentes en las interacciones de las células cancerosas con algunas células del
sistema inmunoldgico sirven para plantear otros métodos de deteccion para diagnostico.

Por esto, es indispensable la produccién in home de diferentes tipos de proteinas y sus
respectivos anticuerpos, evitando la dependencia del suministro extranjero con las dificultades de
envio y altos costos asociados, siendo necesario entonces establecer la ruta para produccion de
estos reactivos bioldgicos que estén en el alcance metodolégico de los laboratorios de ciencias

basicas.
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2 Justificacion

La deteccion de proteinas que se expresan en células cancerigenas nos permite realizar un
diagndstico o seguimiento de la enfermedad. Sin embargo, estudiar el cancer desde esa perspectiva
bioquimica a escala de laboratorio de ciencias basicas implica un recurso econdémico considerable
comparada con otras areas del conocimiento por la inversién en diferentes tipos de reactivos
bioldgicos que permitan hacer una evaluacion completa del modelo que se esté estudiando.

En este sentido, la produccion de proteinas recombinantes es una herramienta que facilita la
adquisicion de los reactivos bioldgicos para el trabajo de investigacion, en términos de costo,
cantidad y disponibilidad.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar una metodologia accesible para la produccion de proteina recombinante
humana PD-L1 funcional en E. coli, asegurando su disponibilidad como reactivo bioldgico de

relevancia biomédica.

3.2 Objetivos especificos

. Lograr la expresion de la proteina recombinante humana PD-L1 en el sistema E. coli
Rosetta (DE3) mediante transformacion bacteriana con un vector de expresion clonado con el gen
PD-L1.

. Producir la proteina de interés con pureza elevada, empleando cromatografia IMAC y
evaluando la pureza mediante analisis SDS-PAGE.

. Evaluar la union especifica al anticuerpo anti-PD-L1 comercial mediante Western Blot para

comprobar su identidad.
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4 Marco tedrico

4.1. Cancer

El cancer es una enfermedad genética la cual a pesar de los continuos esfuerzos por
estudiarla para encontrar alternativas terapéuticas cada vez mas especificas y eficaces, continla
representando un desafio biomédico al encontrarse entre las dos primeras causas de muerte en el
mundo. En esta enfermedad células malignas adquieren capacidades como proliferacion
descontrolada, evasion inmunoldgica y resistencia a las terapias (Arafat Hossain 2024).

Avances recientes destacan que la progresion tumoral depende criticamente de un
microambiente tumoral (sigla en inglés: TME), un ecosistema dinamico que interactGa con las
células cancerosas y que esta directamente involucrado con la progresion tumoral, la metéstasis y
la respuesta terapeutica. EI TME esta compuesto por elementos celulares (células inmunitarias,
fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y componentes del sistema nervioso) y no celulares
(matriz extracelular, citoquinas, factores de crecimiento y metabolitos).

Una de las caracteristicas que se le atribuye al microambiente tumoral es que facilita la
evasion inmunoldgica al generar un estado inmunosupresor en el que se regula de manera negativa
la respuesta antitumoral haciendo uso de los puntos de control inmunologicos (checkpoints), donde
las células tumorales se apropian de vias biologicas para inhibir la accion los linfocitos T
citotoxicos. Por ello, la desregulacion del TME no solo sostiene la supervivencia del tumor, sino
que también determina la eficacia de terapias dirigidas, como los inhibidores de puntos de control
inmunoldgicos, cuyo éxito depende de revertir estas sefiales que suprimen el sistema inmune
(Swanton et al. 2024).

4.1.1. Checkpoint PD-L1/PD-1

La proteina PD-L1 que se expresa en células del sistema inmunoldgico, se une a PD-1,
proteina receptora en linfocitos T activados, transmitiendo sefiales inhibidoras que suprimen la
proliferacién, supervivencia y funcion efectora de los linfocitos T. Esta interaccién constituye un
punto de control inmunolégico conocido como checkpoint clave en la tolerancia inmunolégica
mediante vias inhibitorias para minimizar los dafios tisulares colaterales de las propias células
inmunitarias manteniendo la homeostasis inmunitaria y, por lo tanto, previniendo la autoinmunidad

en el cuerpo (Kumari, Brahma, and Maruthi 2023).
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En el cancer, cuando se inhibe la accidn del linfocito T a través de su molécula de punto de
control inmunitario PD-1, tras unirse al ligando PD-L1 expresado en la superficie de las células
malignas, se produce una alteracion en este punto de control que promueve la progresion del cancer
y evita su erradicacién por el sistema inmune (Arafat Hossain 2024).

Clinicamente, los inhibidores de PD-1/PD-L1 (como nivolumab o pembrolizumab) han
demostrado eficacia en maltiples neoplasias (melanoma, cancer de pulmoén no microcitico, linfoma
de Hodgkin, entre otros), induciendo remisiones duraderas. Sin embargo, la respuesta es
heterogénea y la expresion de PD-L1, que se encuentra regulada por alteraciones genémicas,
sefiales inflamatorias, oncogénicas y microARNSs, solo predice parcialmente la eficacia terapéutica
(Sun, Mezzadra, and Schumacher 2018).

4.1.2. PD-L1 como biomarcador en cancer

PD-L1 (ligando de muerte programada 1) surge como un biomarcador predictivo clave en
inmunoterapia oncologica debido a su papel central en el mecanismo de escape inmunitario de los
tumores. Funciona como un biomarcador tisular cuya expresion en celulas tumorales o células
inmunitarias del microambiente tumoral se asocia con una mayor probabilidad de respuesta a
inhibidores del eje PD-1/PD-L1. Esto se debe a que PD-L1, al unirse a su receptor PD-1 en
linfocitos T activados, transmite sefiales inhibitorias que suprimen la actividad antitumoral de estas
células. Por tanto, una sobrexpresion de PD-L1, detectada mediante inmunohistoquimica (IHC),
indica que el tumor esta utilizando esta via para evadir el sistema inmunitario, haciendo posible
que su bloqueo terapéutico restaure la respuesta inmunoldgica (Patel and Kurzrock 2015).

Se ha encontrado una alta expresion de PD-L1 en tipos de cancer como cancer de seno, el
timico, Linfoma difuso de células B grandes (DLBCL), carcinoma nasofaringeo, carcinoma de
células de Merkel, cancer renal, cancer de cuello uterino y de ovario, entre otros (Yarchoan et al.
2019).

PD-L1 se consolida como el principal biomarcador predictivo para la seleccion de pacientes
candidatos a inhibidores de puntos de control inmunitario anti-PD-1/PD-L1, siendo biomarcador
mas validado clinicamente, especialmente en cancer de pulmdn no microcitico, carcinoma urotelial

y cancer de mama triple negativo (Doroshow et al. 2021).
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4.1.3 Proteina humana PD-L1

La proteina PD-L1 es una glicoproteina transmembrana de la familia B7 de moléculas
coinhibidoras de células T y grupo de diferenciacién 274 (CD274) que desempefia un papel central
en la supresion de la respuesta inmunitaria adaptativa. Su estructura tridimensional esta organizada
en tres dominios principales: un dominio extracelular N-terminal de tipo Ig variable (IgV), un
dominio extracelular C-terminal de tipo Ig constante (IgC), un segmento transmembrana a-hélice
y una corta cola sin estructuras funcionales definidas. ElI dominio 1gV (aminoacidos 18-134),
representado en la Figura 1, es el responsable de la interaccién con PD-1 y presenta un plegamiento
S-séndwich clasico, con laminas frontales (GFCC") y traseras (ABED). la interaccion receptor-
ligando estd mediada en su mayor parte por residuos de cadenas C'CFG tanto en PD-1 como en
PD-L1. Los contactos proteina-proteina involucran tanto interacciones hidrofobicas como
interacciones polares. EI dominio 1gC, aunque no participa directamente en la union a PD-1,
estabiliza la conformacion global mediante interacciones hidrofobicas con el dominio IgV (Zak et
al. 2015). La region transmembrana (aminoacidos 239-260) esta compuesta por una hélice a con
regiones tanto hidrofilica como hidrofobica que ancla la proteina a la membrana celular, mientras
que el dominio intracelular (aminoacidos 261-290 aa) no posee de estructuras de sefializacion
relevantes, lo que sugiere que su funcion principal es puramente estructural (Kythreotou et al.
2018).

Figura 1 Estructura terciaria proteina PD-L1-DEC (monomeérica).
Obtenida mediante difraccion de rayos X con una resolucion de 2.64 A (Lin et al. 2008).

PD-L1-DEC

/ :
% ~ \ Dominio IgV

( !

Principales segmentos en la
union a PD-1 sobre:
Hebra C’
Hebra C
® Hebra F
® Hebra G

Nota: Editada en PyMOL.
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4.2.  Produccién de proteinas recombinantes en E. coli

La sintesis de proteinas es un proceso de alta complejidad llevado a cabo por los ribosomas

celulares en cuestion de minutos. Sin embargo, reproducirlas sintéticamente en un laboratorio
implica un gran desafio al considerar las variables y procedimientos implicados en la unién de mas
de 100 aminodcidos para obtener un polipéptido correctamente plegado y funcional.
Es aqui donde la biotecnologia, a través del bioprocesamiento, es una herramienta bastante Gtil en
la sintesis de proteinas utilizadas en la industria, vacunas y productos terapéuticos, las cuales
adquieren una enorme importancia en la deteccién, proteccién y tratamiento de enfermedades, entre
muchas mas aplicaciones.

De manera especifica, la bacteria E. coli se utiliza para la produccién de productos
farmaceuticos, nutracéuticos e intermediarios de alto valor, al igual que para la expresion de
proteinas terapéuticas, anticuerpos, enzimas y proteinas complejas. Esto se logra por medio del
aprovechamiento de su capacidad para producir proteinas heterélogas en grandes cantidades, su
biologia celular bien estudiada y conocida, facil manejo a través de uso de medios de cultivo
simples y de bajo costo. Ademas, su proceso de fermentacion es sencillo y rapido, producto libre

de virus y con altos rendimientos resultando una produccion rentable (Tripathi 2016).

4.2.1. Fundamentos de la Expresion Recombinante

La expresion de proteinas recombinantes abarca desde la clonacion del gen interés en un vector de
expresion, su transformacion en un hospedador, la induccion de la expresion del gen de interés para
obtencidn de la proteina recombinante y la purificacion de esta para su uso posterior.

Para cualquier produccion de proteinas recombinantes, la seleccion de la cepa es una
consideracion importante ante la variedad de hospedadores disponibles y sus caracteristicas
particulares. Al momento de expresar proteinas heterélogas en E. coli se deben tener presentes las
diferencias significativas en el uso de codones entre organismos que pueden generar
desplazamientos del marco de lectura de la traduccion, terminacién prematura de la traduccion y
mala incorporacion de aminoacidos, reduciendo la calidad e impidiendo el buen rendimiento de
expresion de la proteina interés. En relacion a otras cepas usadas para la expresion, el uso de la
cepa Rosetta (DE3) exhibe una ventaja significativa para la expresion de fragmentos de proteina
humana, compensando los ARNt para los codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCC y GGA,

comunmente utilizados por eucariotas, pero raramente utilizados en E. coli (Tegel et al. 2010).
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4.2.2. Vectores de Expresion

Un vector es un portador de ADN foréneo a una célula huésped, replicAndose en esta de forma
independiente a su cromosoma. En la naturaleza el proceso de intercambio genético estd mediado
por dos tipos de vectores que a su vez han sido aprovechados por la ingenieria genética: los
plasmidos que son moléculas de ADN pequefas generalmente circulares, comunes en bacterias y
que han sido adaptadas en la biologia molecular para su uso como vectores tanto células eucariotas
como en sistemas bacterianos; y los virus que suelen ser de mayor tamafio que los plasmidos debido
a su estructura mas compleja en la que el ADN viral se encuentra encapsulado en una estructura
proteica conocida como capside la cual no solo lo protege, sino que también proporciona un
mecanismo eficiente para entregar el ADN viral a la célula huésped (Vectors 2013).

Los vectores se pueden clasificar en diferentes grupos segun el propoésito del proceso y el
tipo de huésped a utilizar, entre ellos se tienen vectores de clonacion, de expresion, entre otros,
encontrandose dentro de estos ultimos, distintos grados de complejidad dependiendo de si se va a
realizar la expresion en células procariotas o eucariotas, ademas, la combinacion de la estructura
del vector, el promotor, el terminador y el marcador de resistencia a los antibioticos variara en
funcion de las caracteristicas de la clase de proteina que se vaya a expresar (Cossar and Arrowsmith
2012).

La mayoria de los vectores de E. coli se derivan de pBR322 o de la serie pUC, lo que
proporciona un nimero razonable de copias por célula y una buena estabilidad (Cossar and
Arrowsmith 2012). En la actualidad, los sistemas de expresion comunes, como los vectores de la
serie pET utilizan el promotor T7 y constituyen un sistema muy utilizado en los laboratorios. Entre
ellos, el vector pET-28a representado en la Figura 2, es uno de los méas usados para la expresion
de proteinas, contiene junto con el promotor T7, una secuencia de operador lac adyacente para la
induccion con IPTG (isopropilo S-D-1-tiogalactopirandsido). Ademas, posee una etiqueta de
polihistidina (His 6) para facilitar la purificacion del polipéptido y un marcador de resistencia a

kanamicina que funciona como mecanismo de seleccidén (Rosano and Ceccarelli 2014).
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Figura 2 Mapa del vector bacteriano para expresion pET-28a.

Se evidencian en él la region promotora T7 para iniciar la transcripcion, la secuencia de
operadores para controlar la transcripcion, los maltiples sitios de clonacion, la secuencia de
terminacion y la secuencia de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion.
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— NcoI (295)
_ (mmG)
RBS

(4426) AsiSI - Pvul

(4300) Smal
(4298) TspMI - Xmal .XbaI (335)
- "(Iac operator)
T7 promoter
BglIl (401)
SgrAl (442)
Sphl (598)
BStAPL (805)
~. Mlul (1123)
Bell * (1137)
NN ~_ . BStEIl (1304)
DN NmeAITI (1329)
h PspOMI  (1330)
Apal (1334)
S . BssHIT (1534)
EcoRV (1573)
Hpal (1629)

(4117) BspDI - Clal
(4083) Nrul ———

pET-28a(+)
5369 bp

(3772) Acul

(3640) AIWNI

(3397) BssSI - BssSal g / ) N PShAI (1968)

(3224) Pdl \ Boll (2157)
(3108) BspQI - Sapl \  Fspl - FspAI (2205)
(3028) Tatl PpuMI (2230)
(2995) BstZ171
(2069) PfIFL - Tth111l

Nota: Fuente SnapGene/Novagen (LLC n.d.).

4.2.3. Cuerpos de Inclusion

Los cuerpos de inclusion son agregados proteicos densos (1.3—1.4 g.ml™%) e insolubles que
se depositan de forma constante en el citoplasma o el periplasma celular (Kumar 2011).

La expresion de alto nivel de proteinas heterdlogas en E. coli suele resultar en la agregacion
de las moléculas de proteina expresadas formando cuerpos de inclusion debido a la rapida
produccién de polipéptidos que es facilitada por los promotores fuertes de origen viral como el
promotor T7, y la ausencia de compartimentos distintos dentro del citoplasma de E. coli. La
generacion de cuerpos de inclusion puede ser ventajosa ya que evita su degradacién por proteasas.
Luego, la proteina se somete a un proceso de renaturalizacion in vitro para lo que se requiere un
procesamiento exhaustivo que incluya concentracion de las bacterias del cultivo y lisis celular por
ultrasonido. Seguido de esto, los cuerpos de inclusién son recuperados como un precipitado
después de centrifugar y son solubilizados utilizando altas concentraciones de sales caotrdpicas
como ureay clorhidrato de guanidina (GuHCI). Consecutivamente, la renaturalizacion y finalmente

la purificacidn para obtener las proteinas que recuperaron su actividad funcional (Singh et al. 2015).
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4.3.  Purificacion y Caracterizacion de proteina recombinante
4.3.1. Técnicas de Purificacién

La purificacion es un paso importante en el bio-procesamiento de proteinas recombinantes
para alcanzar el nivel de pureza deseado que estara relacionado con la aplicacion final de la misma.
A pesar de los mecanismos usados para aislar la proteina de los demas componentes del cultivo
bacteriano, se debe garantizar la completa extraccion de estos contaminantes y ademas un proceso
de purificacion que sea selectivo a la proteina interés, puesto que como es de esperarse, las bacterias
sintetizan las proteinas necesarias para su funcionamiento de manera sincrénica con la proteina

heter6loga.

4.3.1.1. Cromatografia de afinidad

La cromatografia es un metodo fisico reconocido por su capacidad de separar mezclas
complejas. La estrategia basada en la afinidad se ha utilizado para la purificacion facil de proteinas
recombinantes mediante el uso de etiquetas de fusion, es decir, secuencias de aminoacidos
adicionales en las proteinas recombinantes y que tienen afinidades selectivas y altas para un ligando
ya sea quimico o biolégico, que se encuentra inmovilizado en una columna de cromatografia. En
particular, la etiqueta de histidina (His) se ha utilizado con frecuencia en mezclas de bioprocesos
ofreciendo una pureza de ~90% o mayor (Saraswat et al. 2013).

La etiqueta de histidina esta compuesta por una secuencia de seis 0 mas residuos de histidina
que se afaden al carboxilo terminal (-COOH) o al amino terminal (-NH2) de la proteina
recombinante de interés y exhibe una alta afinidad hacia iones metalicos como niquel (Ni). La

cromatografia de afinidad de metales inmovilizados (IMAC) representada en la

Figura 3, utiliza una matriz que tiene un grupo quelante de metales disponible para la union
del metal, y los sitios de coordinacidn restantes en el metal se unen a los residuos de His unidos a
la proteina recombinante, lo que permite su purificacion mediante elucion con un quelante de

metales como el imidazol (Incir and Kaplan 2024).
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Figura 3 Esquema representativo de cromatografia de afinidad con metal inmovilizado (Ni?*).
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4.3.2. Renaturalizacion de la Proteina

Para obtener proteinas biologicamente activas, es necesario eliminar el agente caotropico
(ej., urea o clorhidrato de guanidina) para alcanzar su estado nativo, proceso conocido como
renaturalizacion. Con este fin, las proteinas solubilizadas se pliegan a su estado original valiéndose
de la eliminacién de los agentes desnaturalizantes usados a lo largo del bioprocesamiento. Este
proceso expone las proteinas desnaturalizadas en altas concentraciones de agentes caotropicos a un
tampdn de renaturalizacion, el cudl va reduciendo gradualmente la concentracion del
desnaturalizante. A medida que disminuye el desnaturalizante, aumenta la velocidad de
plegamiento hacia estructuras nativas, pero también se incrementa el riesgo de agregacion,
especialmente si el plegamiento es lento y las concentraciones moderadas-bajas no mantienen
solubles los intermediarios desplegados. Para optimizar el proceso, se emplean variantes como la
dialisis escalonada que consiste en equilibrios sucesivos en concentraciones cada vez menores de

desnaturalizante. (Tsumoto et al. 2003).
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Para que la renaturalizacion sea més eficiente, se utiliza un sistema REDOX, que es una
combinacion de tioles reducidos y oxidados (ej., glutatién) para promover el intercambio de
disulfuro de modo que los residuos de cisteina se encuentren en la proximidad correcta entre si y
se favorezca la correcta formacion de estructuras secundarias y terciarias de la proteina (Thomson
et al. 2012).

4.3.3. Caracterizacion de la proteina: SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE)
esquematizado en la Figura 5, es una técnica empleada para la separacién de proteinas segun su
movilidad bajo una corriente eléctrica, determinada por su peso molecular. A través de la adicién
del detergente SDS se eliminan estructuras secundarias y terciarias de las proteinas, manteniéndolas
como cadenas polipeptidicas lineales, disposicion requerida para su movilidad a través del gel. El
SDS recubre las proteinas de manera proporcional a su peso molecular, otorgandoles una carga
negativa uniforme. El sistema de gel mas utilizado para separar un amplio rango de proteinas
mediante SDS-PAGE es el sistema de Laemmli, que emplea geles de tris-glicina compuestos por
un gel de apilamiento que concentra las proteinas en bandas estrechas al inicio de la electroforesis
y un gel de separacion con porcentajes variables de acrilamida para separar proteinas por peso
molecular (Manns 2011).

El SDS-PAGE en geles al 12% se realiza bajo condiciones reductoras usando /-
mercaptoetanol, para asegurar la disociacion de enlaces disulfuro correspondientes a las cistinas
presentes en las proteinas, ademas de un el calentamiento previo a 95°C asegurando la
desnaturalizacion completa. La migracion de las proteinas se compara con un marcador de peso
molecular estandarizado para dicho fin. Para la deteccién de las bandas se realiza mediante
interacciones idnicas entre los grupos de acido sulfonico cargados negativamente del colorante
Coomassie Brilliant Blue y los aminoacidos basicos cargados positivamente, con un limite de

deteccién de 10 ng.
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Figura 4 Esquema representativo de la electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato.
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4.4. Evaluacion de la identidad de la proteina
4.4.1. Ensayos de Interaccion proteina/anticuerpo: Western Blot

El Western Blot es una técnica que permite la separacién de proteinas mediante
electroforesis en gel, su transferencia a una membrana de fluoruro de polivinilideno que
posteriormente se incuba con albdmina sérica bovina (BSA) para bloquear interacciones
inespecificas y la inmunodeteccion selectiva de un antigeno inmovilizado haciendo uso de un
anticuerpo primario, que se une a una region especifica de la proteina diana para detectar su
presencia en la membrana y un anticuerpo secundario se conjuga con un componente utilizado para
el andlisis, enzimas como la peroxidasa de rabano picante o la fosfatasa alcalina que catalizan la
reaccion quimica para generar una sefial colorimétrica o quimioluminiscente. Este es un método
importante para el andlisis de proteinas que depende de la especificidad de la interaccion
anticuerpo-antigeno y es de gran utilidad para realizar la identificacién indirecta de proteinas

especificas (Gavini and Parameshwaran 2025).
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5 Metodologia

1. Disefio del vector de expresion pET28a/PD-L1

El ectodominio de la proteina PD-L1 (PD-L1-DEC), compuesto por 220 residuos de
aminodcidos (UniProt ID: Q9NZQ7), fue seleccionado para llevar a cabo la expresion
recombinante. La secuencia correspondiente a este dominio se verific6 mediante Expasy —
ProtParam, confirmando la ausencia de dominios transmembrana (TM) y citoplasméticos (CD) en
el constructo. El gen que codifica PD-L1-ECD se clon6 en el marco de lectura del vector de
expresion pET28a por la empresa Biomatik. EI constructo final incluye coddn de iniciacion de
Metionina (M) en posicion N-terminal, etiqueta de afinidad His-tag (6xHis) en posicion N-
terminal, sitio de escision proteolitica con una secuencia especifica para trombina y dominio
funcional: PD-L1-DEC (residuos 19-238).

La secuencia aminoacidica completa del polipéptido recombinante es:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGSHMFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVEK
QLDLAALIVYWEMEDKNIQFVHGEEDLKVQHSSYRQRARLLKDQLSLGNAALQITDVK
LQDAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPYNKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAE
VIWTSSDHQVLSGKTTTTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVI
PELPLAHPPNER.

2. Expresion de PD-L1 Humana

Células de E. coli Rosetta (DE3) quimicamente competentes fueron transformadas con el
vector pET28a/PD-L1 mediante choque térmico. Los transformantes crecieron sobre agar Luria
Bertani (LB): 10 g NaCl, 10 g triptona y 5 g de extracto de levadura por cada litro de medio, pH:
7.3. Una unidad formadora de colonia (UFC) fue tomada y cultivada en medio LB liquido. El

cultivo preparativo suplementado con kanamicina 50 pg/mly cloranfenicol 50 pg/ml fue preparado

a 37 °C con agitacion a 200 rpm hasta alcanzar una densidad éptica (ODsoo) de ~0.5 a 600 nm,

momento en el que tuvo lugar la expresion de la proteina por parte de las células transformadas
con el vector de expresion pET28a/PD-L1 a través de la induccion con IPTG a una concentracion
final de 1 mM durante 3 horas a las mismas condiciones de temperatura y agitacion. Finalmente,
las células fueron sedimentadas por centrifugacion a 6500 rpm por 10 min. a 4°C y resuspendidas

en 10 volimenes de tampédn de lisis sacarosa-tris-EDTA (STE): 0.375 M sacarosa, 50 mM Tris-
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HCly 1 mM EDTA, pH: 8.0. Las células fueron lisadas por ultrasonido con una frecuencia de 20
kHz, una amplitud de 40% y con una punta de titanio de 3/8 (Sonics, VCX 750), durante 5 min. en
bafio de hielo. La mezcla fue centrifugada a 12000 rpm por 30 min. a 4°C para separar la fraccion
soluble (sobrenadante) de la insoluble (Cuerpos de Inclusion, ClI). Los CI fueron lavados dos veces
con tampdn STE. La proteina acumulada en los CI fue solubilizada con 10 volimenes de tampdn
de solubilizacion (Acetato de sodio 50 mM, Cloruro de Guanidino (GuHCI) 6 M y B-
mercaptoetanol, pH: 5.0). Luego, fue incubada por 12 h con agitacion constante a temperatura
ambiente. Posteriormente, la suspension fue centrifugada a 10000 rpm por 30 min. a 4°C. La
concentracion de la proteina se determind por ODa2sgo utilizando el coeficiente de extincion (0.937
mg/ml). La proteina se concentr6 a 20 mg/ml en una celda con agitacion (Millipore) utilizando
membranas YMS3 con un tamafio de poro de 3000 Da (MWCO 3000).

3. Purificacion y renaturalizacion de la proteina PD-L1

La proteina PD-L1 extraida de los cuerpos de inclusion y concentrada a 20 mg/ml en
presencia de GUHCI 6 M se cargd en una columna de Ni (Profinity, Bio-Rad) preequilibrada con
acetato de sodio 50mM y GuHCI 6 M a pH: 5.0, el tampon de lavado de la columna compuesto por
una solucion de acetato de sodio 50 mM, GuHCI 6 M e Imidazol 10 mM. La proteina unida a la
columna se eluy6 con el tampdn de acetato de sodio 50 mM, GuHCI 6 M e imidazol 250 mM. Se
tomaron fracciones de 5 ml, las cuales fueron analizadas por SDS-PAGE tefiido con azul de
coomassie. Las fracciones que se visualizaron con mayor cantidad de proteina en el SDS-PAGE se
mezclaron. Para la renaturalizacion, la proteina PD-L1 se llevo a una concentracion 1.0 mg/ml en
tampdn de renaturalizacion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, urea 2.0, GSH 0.1 mM (glutatién
reducido) y GSSH 0.01 mM (glutation oxidado), pH: 8.0). La solucion fue puesta en una membrana
SpectraPor 3 de 3500 Da por 12 h a 4°C. La proteina empacada se dializ6 en 10 veces el volumen
de solucion en el que se diluyo, en el tampon de renaturalizacion con un cambio en la molaridad
de la urea a 1.0 M. Para continuar con este proceso, la concentracién de urea se redujo
intercambiando cada 24h el 50% del tampén de dialisis con una solucion de tris 50 mM, pH: 8.0.
Después de 4 dias de dialisis, la solucion con la proteina se concentrd en un Amicon con celda de
agitacion. La proteina concentrada fue cargada en una columna de Ni (Nuvia, Bio-Rad)
preequilibrada con Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM a pH: 8.0, el tampon de lavado de la columna
se usd un tampon con Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM e Imidazol 10 mM a pH: 8.0. La proteina
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PD-L1 unida a la columna se eluy6é agregando al tampdn imidazol 250 mM. Se colectaron
fracciones de 1.0 ml, las fracciones se resuspendieron en tampdn sin agente reductor y se analizaron
por SDS-PAGE. Las fracciones que mostraron solo una banda correspondiente a la proteina PD-

L1 fueron mezcladas y concentradas por ultracentrifugacién hasta 1.3 mg/ml.

4. Caracterizacion de la proteina

Para detectar la proteina PD-L1 recombinante en diferentes etapas del proceso se usé SDS-
PAGE, se tomaron alicuotas de 1 ml del medio con la proteina, se centrifugaron a 10000 rpm por
1 min., los pellets obtenidos fueron resuspendidos con tampon de carga reductor en una proporcion
1:1, en cuanto a las alicuotas tomadas de las fracciones obtenidas de la cromatografia en
condiciones desnaturalizantes, fueron tratadas con &cido tricloroacético para precipitar la proteina.
En el paso por seguir, las muestras eran completamente desnaturalizadas por ebullicion a 95°C
durante 10 min. Posteriormente, las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida-SDS al
12% y separadas en la camara de electroforesis (Bio-Rad), utilizando un voltaje constante de 300
V hasta que el frente de tincion recorrio por completo el gel.

La evaluacion de la identidad de la proteina PD-L1 recombinante se realizé mediante la
técnica de Western Blot, en la cual inicialmente se hizo una electroforesis con diferentes
concentraciones de la proteina PD-L1 recombinante (28, 18, 15, 12.5, 6.2 ug/pozo), en un gel de
poliacrilamida-SDS al 10%. Las proteinas separadas fueron transferidas electroforéticamente
desde el gel a una membrana de PVDF de 0.2 um (Bio-Rad) utilizando un sistema de transferencia
Semi-Dry (Bio-Rad). La transferencia se realizé a 22 V durante 2 horas en tampon de transferencia
(Tris 48 mM, Glicina 39 mM y metanol 10%). Seguido de esto, para prevenir la union inespecifica
de anticuerpos, la membrana fue incubada con una solucion de bloqueo TBS-T (Tris-Buffered
Saline con 0.1% Tween-20) suplementado con 5% de leche descremada en polvo, bajo agitacion
constante a temperatura ambiente durante 1 hora. La membrana bloqueada fue incubada con el
anticuerpo primario especifico contra PD-L1 (Anti-PD-L1 monoclonal de raton (Invitrogen),
diluido 1:1000 en solucion de bloqueo) bajo agitacion suave a 4°C durante toda la noche. Tras la
incubacion con el anticuerpo primario, la membrana fue lavada exhaustivamente con TBS-T (3
lavados de 5 minutos cada uno) bajo agitacion constante para eliminar el anticuerpo no unido.

Posteriormente, la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario de cabra Anti-ratén

IgG1 conjugado con HRP (Invitrogen), diluido 1:5000 en solucion bloqueante, bajo agitacion
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suave a temperatura ambiente durante 1 hora, para después proceder de nuevo con los lavados.
Finalmente, la sefial especifica de PD-L1 fue detectada utilizando un sustrato colorimétrico para
HRP (1-step ultra TMB-Blotting, ThermoFisher), la membrana fue cubierta con la mezcla del

sustrato hasta obtener un precipitado azul oscuro sobre las bandas con presencia de PD-L1.
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6 Resultados y Discusion

El gen que codifica el dominio extracelular de PD-L1 (PD-L1-ECD) clonado en el vector
de expresion pET28a (Novagen) se transformd en las bacterias E. coli Rosetta (DE3) mediante
choque térmico. La eficiencia de la transformacion se confirmd a través del mecanismo de
seleccién con kanamicina (50 pg/ml) donde solo las bacterias transformadas con el plasmido
lograron establecer UFC (Figura 5B) y, como control negativo, las bacterias sin el plasmido no
mostraron crecimiento de colonias (Figura 5A).

Figura 5 Seleccion de transformantes en Agar LB + Kanamicina + Cloranfenicol.
A) Control negativo: bacterias E. coli sin plasmido pET28a. B) Bacterias E. coli transformadas
con pET28a. Se observan colonias bacterianas (unidades formadoras de colonias).

La exitosa transformacidn permitié proceder a la expresion de la proteina recombinante en
la cuél 10 litros de cultivo en fase exponencial (ODe00:0.5) se sometieron a induccion durante 3
horas con IPTG 1 mM. El analisis por SDS-PAGE (Figura 6) revel6 acumulacion de la proteina
heterdloga en cuerpos de inclusidn, teniéndose que en los carriles 1-4 de muestras temporales del
cultivo (0-3 h) no se aprecian bandas dominantes al igual que en los carriles 5-6, en los que las
muestras de los sobrenadantes pos-lisis celular, solo muestran bandas difusas pertenecientes a

proteinas bacterianas. Estas 6 muestras fueron solubilizadas en tampon SDS + B-ME. Siendo
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entonces el carril 7, fraccion correspondiente a los cuerpos de inclusion solubilizados (GuHCI 6M),
donde se aprecia una banda bien definida alrededor de 30 kDa, equivalente a la esperada para la
proteina recombinante PD-L1-DEC.

La ausencia de bandas en el gel de poliacrilamida pertenecientes al proceso de induccion
puede estar relacionada con el grado de solubilizacién de los CI en presencia de desnaturalizantes,
proceso estrechamente vinculado a la conformacion de las cadenas polipeptidicas asociadas,
variando desde un estado similar al nativo, que se desagrega al cambiar el tampon, hasta moléculas
mal plegadas o tan compactadas que se disocian solo en condiciones de desnaturalizacion muy
rigurosas (Bowden, Paredes, and Georgiou 1991). En ese sentido y considerando la preparacion de
las muestras sembradas en los carriles, difieren en que solo en el carril 7 (banda definida) las
condiciones desnaturalizantes son lo suficientemente rigurosas para liberar la proteina
recombinante y visualizarse en el gel.

Tras la fermentacion de 10 litros de cultivo de E. coli, la fraccion insoluble mostrd un
rendimiento de 4 g de cuerpos de inclusion humedos, obtenidos mediante centrifugacion y lisis
bacteriana por sonicacion. Posteriormente los CI fueron solubilizados en 40 ml de tampdn

desnaturalizante.

Figura 6 Analisis por SDS-PAGE 12% de la expresion de PD-L1 recombinante en E. coli
Rosetta (DE3).

Pozos 1-4: Muestras totales recolectadas a 0, 1, 2 y 3 horas post-induccion con 1 mM IPTG, pozos
5-6: Sobrenadantes de lisados celulares tras el primer y segundo lavado de cuerpos de inclusion
(CI), pozo 7: ClI solubilizados en Tampdn desnaturalizante (GuHCI 6M). Proteinas tefiidas con
Coomassie Brilliant Blue. Recuadro indica la banda esperada de PD-L1.
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Al confirmarse la acumulacién de PD-L1 recombinante en los cuerpos de inclusion, se
purifico mediante IMAC en condiciones desnaturalizantes (GUHCI 6 M), utilizando su etiqueta
6xHis N-terminal. El cromatograma (Figura 7) muestra un primer pico durante el lavado (tampén
a: acetato de sodio 50 mM, GuHCI 6 M, imidazol 10 mM), equivalente a proteinas no unidas o
unidas de manera débil a la columna y un segundo pico definido durante la elucion con tampén b
(imidazol 250 mM), donde la competencia por sitios metalicos liber6 PD-L1, recolectandose en
fracciones de 5 mL.

Figura 7 Cromatograma de purificacion por IMAC en condiciones desnaturalizantes (GuHCI
6M).

Monitoreado mediante UV-Vis a 280nm y %Tampén B: a) lavado: acetato de sodio 50 mM, GuHCI
6 M e Imidazol 10 mM, b) elucion: acetato de sodio 50 mM, GuHCI 6 M y el imidazol 250 mM en
gradiente de 0 a 50% By c) elucidn final: acetato de sodio 50 mM, GuHCI 6 My el imidazol 250
mM.
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La verificacion mediante SDS-PAGE 12% (condiciones reductoras) de las fracciones de
elucién (14 a 18) identificé bandas dominantes a ~30 kDa (Figura 8), consistentes con el peso
molecular esperado para PD-L1-DEC. Como control, se incluyé la muestra pre-cromatografia
(carril 1), la cual exhibi6 multiples bandas contaminantes. En contraste, las fracciones pos-
cromatograficas mostraron perfiles de banda mucho maéas simplificados, confirmando la

eliminacion eficiente de proteinas no especificas y un aislamiento exitoso de la proteina de interés.
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Figura 8 Analisis por SDS-PAGE 12% de las fracciones de cromatografia en condiciones
desnaturalizantes.

Control: CI solubilizados en Tampoén desnaturalizante (GuHCI 6M), fracciones 14-18: Pico a
280nm en el cromatograma en la sesion de elucion correspondiente a la proteina unida a la
columna. Proteinas tefiidas con Coomassie Brilliant Blue.

La proteina obtenida mediante cromatografia en condiciones desnaturalizantes fue
renaturalizada en un proceso secuencial de sustitucion de agentes caotropicos inicialmente se
reemplazé GuHCI 6 M por urea 2 M, de dialisis escalonada con reducciones del 50% en la
concentracion de urea cada 24 horas. Este riguroso proceso evitd eficientemente la precipitacion
proteica. Finalmente, PD-L1 en su conformacién nativa se purificé con IMAC utilizando tampdn
Tris-HCI/NaCl, con elucion mediada por imidazol (Figura 9A), coleccion de las fracciones y su
respectiva ultracentrifugacion hasta obtener una concentracion de 1.3 mg/ml de proteina. En la
tabla 1 se presentan los rendimientos por etapa de produccion del proceso.

El andlisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras de la proteina plegada retenida en
la columna revel6 un patrén de migracion mas rapido que en condiciones desnaturalizantes, con
una banda principal situada a ~28 kDa (Figura 9B). Esta movilidad electroforética incrementada
coincide con el peso molecular esperado de proteina recombinante PD-L1-DEC sintetizada en este
trabajo (27.9 kDa). Este cambio en el patron de migracion podria aludirse a la presencia de f-ME
en las muestras de proteina desnaturalizada, el agente reductor forma aductos con los grupos tiol
de la proteina recombinante tras romper los puentes disulfuro presentes entre estos, cambiando su

peso molecular (Begg and Speicher 1999). Adicional a ello, las condiciones desnaturalizantes
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permiten un despliegue completo de la proteina y mayor unién de SDS, aumentando el peso
molecular aparente, uniones que en la estructura compacta nativa se ven mas limitadas.

La validacion del éxito en la purificacion de la proteina recombinante a través de SDS-
PAGE utiliza rutinariamente un criterio simple de pureza, a saber, la incapacidad de detectar mas
de una sola banda de proteina (Mohan 1992), tal y como se presenta en la Figura 9B, una Unica
banda bien definida destacando, ademas, que la etiqueta 6xHis utilizada para la purificacion por
IMAC ha demostrado una pureza de ~90% o mayor en bioprocesos (Saraswat et al. 2013).

Tabla 1. Rendimientos por etapa en la produccion de PD-L1 recombinante.

Etapa Cantidad Total
Cultivo bacteriano 10L
Curpos de Inclusion (ClI) 49
Proteina desnaturalizada 100 mg
Proteina renaturalizada 7.8 mg

Figura 9 Analisis en condiciones de renaturalizacion de la proteina.

A) Cromatograma de purificacion por IMAC en condiciones de renaturalizacion. Monitoreado
mediante UV-Vis a 280nm y %Tampén B: a) lavado: Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM e Imidazol
10 mM pH: 8.0, b) elucién: Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM e Imidazol 250 mM pH: 8.0 en
gradiente 0 a 50% B y c) elucion final: Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM e Imidazol 250 mM pH:
8.0. B) Anélisis por SDS-PAGE 12% condiciones no reductoras de las fracciones de cromatografia
de la proteina renaturalizada. Fraccion 13: Pico a 280nm en el cromatograma en la sesion de
elucion correspondiente a la proteina unida a la columna. Proteinas tefiidas con Coomassie
Brilliant Blue.
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Para evaluar la identidad de PD-L1 recombinante, se realizd un ensayo de union a
anticuerpo especifico anti-PD-L1 mediante Western Blot. Se utilizaron geles por duplicado de
poliacrilamida al 10% con concentraciones seriadas de proteina (Figura 10B). El gel de
transferencia se tifid con Coomassie Brilliant Blue (Figura 10A), mostrando ausencia de bandas
luego de ser destefiido, lo que confirmd una transferencia eficiente a la membrana PVDF de la
incubacion con anticuerpo primario anti-PD-L1 y secundario anti-ratén-lgG1 conjugado a HRP, la
reaccion enzimética con TMB produjo un precipitado en bandas especificas de ~28 kDa (Figura
10C), demostrando la capacidad de union de la proteina a su ligando inmunoldgico.

Figura 10 Deteccion de PD-L1 por Western Blot.

A) SDS-PAGE 10% tefiido con Coomassie Brilliant Blue (gel duplicado transferido). Recuadro:
PD-L1 recombinante en concentraciones decrecientes (28, 18, 15, 12.5, 6.2 ug). B) SDS-PAGE
10% duplicado no transferido (control de transferencia, tefildo con Coomassie). C) Membrana
PVDF revelada con anticuerpo primario Anti-PD-L1 monoclonal de raton (1:1000) y secundario
Anti-ratén 1gG1 (1:5000) conjugado con HRP, detectado por método colorimétrico con TMB.




PRODUCCION DE LA PROTEINA HUMANA PD-L1 MEDIANTE ADN RECOMBINANTE 32

7 Conclusiones

Este trabajo presenta una metodologia accesible y eficiente para la produccion de PD-L1
humana recombinante a través de su expresion en E. coli con purificacién por cromatografia de
afinidad, logrando una alta pureza y un rendimiento de 7.8%, ademas de la verificacion de su
identidad mediante el reconocimiento con un anticuerpo anti-PD-L1 obtenido de manera
comercial. La produccién local de esta proteina elimina la dependencia de suministros
internacionales, reduciendo costos y garantizando disponibilidad inmediata para investigacion.

La relevancia biomédica de PD-L1 como regulador clave de los puntos de control
inmunitario extiende su utilidad mas alla de la oncologia, incluyendo enfermedades autoinmunes
e inflamatorias. La disponibilidad de este reactivo biologico producido in situ proporciona
autonomia para la experimentacion asociada a desarrollo de métodos para deteccion temprana,

blogueos inmunoterapéuticos y estudios de interaccion.
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