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Expresion de anticuerpos de cadena sencilla (ScFv) contra
Helicobacter pylori en la levadura Pichia pastoris
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RESUMEN
Introduccion. Helicobacter pylori es uno de los

agentes causales mas importantes de enfermedades
gastricas alrededor del mundo, la deteccién
oportuna de la bacteria evitaria el desarrollo de
gastritis y en algunos casos céancer gastrico. El
uso de anticuerpos especificos contra la bacteria
permite la deteccion de ésta en la poblacion
microbiana de muestras; desafortunadamente
la induccion de estos anticuerpos en vectores
bacterianos reduce la eficiencia de la expresion.
La levadura metanotrofica Pichia pastoris permite
la expresion de grandes cantidades de proteina
recombinante con alta calidad, este sistema puede
ser utilizado para la expresion de fragmentos de
anticuerpos de cadena sencilla especificos a H.
pylori para el desarrollo de inmunodiagndsticos.
Material y métodos. Identificacion de
monoclonales reactivos contra H. pylori cepas
ATCC 49396, N2 y J99 a partir de una biblioteca
ScFv, caracterizacion de las clonas seleccionadas
y subclonacion del gen que codifica para dichos
fragmentos de anticuerpo en un vector de expresion
de la levadura Pichia pastoris. Inducciéon 'y
cuantificacion de la expresion de anticuerpo.

Resultados y discusion. De 96 clonas posibles
se seleccionaron 10 con la mejor reactividad
y especificidad contra H. pylori, de éstas se
seleccion6 la clona 9D para aislar el ScFv y
clonarlo en el vector de expresion de la levadura.
Los ensayos de cuantificacion de expresion
mostraron altos rendimientos llegandose a obtener

50 ug/ml de proteina recombinante a las 72 horas
de induccion.

Palabras clave: Helicobacter pylori, ScFv, Pichia
pastoris.

SUMMARY

Expression of single chain antibody fragments
(ScFv) against Helicobacter pylori in the yeast
Pichia pastoris

Introduction. Helicobacter pylori is one of the
most important causal agents of gastric diseases
around the world, the opportune detection of the
bacterium would avoid the development of gastritis
and in some cases gastric cancer. The use of speci-
fic antibodies against H. pylori allows the detection
of this pathogen in the microbial population of
samples; unfortunately the expression of antibo-
dies in some bacterial vectors reduces the efficient
expression of high amount of functional protein.
The yeast Pichia pastoris allows the expression of
great amounts of recombinant protein with high
quality; this system can be used for the expression
of single chain antibodies against H. pylori for the
development of immunodiagnostics.

Material and methods. Identification of reactive
clones against H. pylori strains ATCC 49396, N2
and J99 isolated from a ScFv library, characteri-
zation of selected clones and isolation of the ScFv
gene coding for the fragment of antibody, and
construction of the ScFv in the expression vector
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Pichia pastoris. Induction and quantification of
expression of the antibody.

Results and discussion. Ninety six clones were
isolated and only 10 clones with the best reactivity
and specificity against H. pylori were selected.
From these 10 clones we isolate the ScFv from
the clone 9D to express its ScFv in the yeast ex-
pression vector. The quantification tests showed
high levels of protein expression (50 ug/ml) of the
recombinant protein at the 72 hours of induction.

Key words: Helicobacter pylori, ScFv, Pichia
pastoris.

INTRODUCCION

Helicobacter pylori es uno de los principales
patogenos causantes de enfermedades gastricas
alrededor del mundo (1). Esta bacteria gram-
negativa tiene la capacidad de colonizar la mucosa
gastrica y estd relacionada con la generacion de
gastritis y, en los casos mas graves, su presencia
en humanos se asocia al desarrollo de tlceras
gastricas en aproximadamente el 10% de los
casos y carcinoma gastrico en el 1% de los
individuos infectados (2). Se estima que el 50%
de la poblacion mundial presenta esta infeccion
(3), la cual aparece con mayor frecuencia en los
paises en desarrollo, con una prevalencia que llega
a ser del 90% en comparacion al 20% en paises
desarrollados (4-6). El diagndstico temprano
ha permitido que el uso de terapias disminuya
o erradique al microorganismo, disminuyendo
la posibilidad de generar las complicaciones
previamente mencionadas. Desafortunadamente
algunos de estos métodos diagndsticos son
invasivos y algunos de ellos solo son utilizados
en paises en desarrollo (7).

La tecnologia de despliegue de anticuerpos
en la superficie de fagos filamentosos ha permitido
la seleccion de anticuerpos monoclonales con
alto grado de especificidad y sensibilidad para la
deteccion de algin antigeno o patdgeno en particular
(8,9). Esta tecnologia se basa en la expresion de
anticuerpos monoclonales en la superficie de
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dichos fagos (fusionado a las proteinas de cubierta
plIlII o pVIII) los cuales pueden ser seleccionados
contra un antigeno de interés (10,11). La ventaja
de utilizar esta técnica radica en que es un sistema
de seleccion eficaz y econdmico; que ademas
permite que los anticuerpos seleccionados con
interés terapéutico o de inmunodiagndstico sean
elaborados en otros modelos para mejorar los
rendimientos de obtencion del anticuerpo.

La levadura Pichia pastoris ha sido uno
de los microorganismos de importancia que ha
permitido la expresion de proteinas heterdlogas
(12). Este modelo de expresidon permite la
obtencion de miligramos y hasta gramos de
proteina recombinante funcionalmente activa, la
cual es utilizada tanto en la investigacion basica
como para administracion terapéutica (13). Esta
levadura tiene la capacidad de desarrollarse en
metanol como unica fuente de carbono (14).
Por otro lado, algunos vectores de expresion
de proteinas permiten la introduccion de genes
foraneos bajo un promotor de metanol, el cual
puede ser inducido mediante la adicion de éste
al medio. En este trabajo nosotros presentamos
la subclonaciéon y expresion de anticuerpos de
cadena sencilla (ScFv) en la levadura Pichia
pastoris los cuales pudieran ser de utilidad para la
investigacion biomédica basica y/o el desarrollo de
un nuevo inmunodiagnostico y/o inmunoterapias
contra H. pylori.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de clonas

Se utiliz6 una biblioteca de fragmentos de
anticuerpos de cadena sencilla transformada en
E. coli (18) para seleccionar 96 clonas al azar, se
sembraron en una microplaca de ELISA con medio
Super Broth (SB) y carbenicilina 50 ug/ml (CB);
esta placa funcion6 como preindculo incubandola
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, se utilizo
el preinoculo para subcultivar las clonas en otra
microplaca con 150 ul de SB + CB e inducir la
expresion de los anticuerpos mediante la adicion de
5 ulde IPTG 0.5 M, los cultivos se incubaron por
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22 horas y los sobrenadantes fueron preservados
a -20°C para ser utilizados posteriormente en
ensayos inmunoenzimaticos de seleccion de clonas
por reactividad contra H. pylori.

Ensayos inmunoenzimaticos

Para la seleccion de clonas reactivas contra
H. pyloriy para las pruebas de especificidad de los
anticuerpos, inducidos previamente, se realizaron
ensayos inmunoenzimaticos de la siguiente
manera: se sensibilizaron microplacas (Costar,
USA) con dos microgramos del antigeno (H. pylori
cepas ATCC 49396, N2 y 199; Escherichia coli,
Staphylococcus sp, Lactobacillus sp, Salmonella
sp) en buffer de carbonatos toda la noche a 4°C.
Se realizaron 2 lavados con PBS/tween 0.05% y
la placa fue bloqueada con PBS/BSA 3% por una
hora a temperatura ambiente. De la expresion de
las clonas se adicionaron 100 ul del sobrenadante
a la microplaca y se incubaron por 2 horas a
temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados
con PBS/tween 0.05% y se adiciono el anticuerpo
HRP anti HA (Roche Diagnostics, USA) 1:1000 en
PBS/BSA 1% por 1 hora. Se realizaron tres lavados
finales y se revel6 la reaccion con ABTS. Se ley6
la absorbancia a 405 nm.

Extraccion de plasmido, amplificacion del
ScFv

A las clonas seleccionadas previamente se
les extrajo el ADN plasmidico mediante lisis
alcalina como se ha descrito previamente (15).
El plasmido fue utilizado para amplificar el
inserto por PCR utilizando los oligonucledtidos
g-back y ompseq descritos previamente (16). En
corto, en un tubo fueron mezclados 5 ul del ADN
plasmidico purificado, 5 ul de bufter de PCR 10
X, 5 ul de ANTP’s, 5 pmol de cada uno de los
oligos y 1 ul de Taqg DNA polimerasa (Invitrogen,
USA). Las condiciones de amplificacién fueron
desnaturalizacion a 94°C por 5 min, amplificacion
30 ciclos: 94°C por 15 sec, 56°C por 30 sec, 72°C
por 30 sec; se realizd una extension de 10 min a
72°C.

Expresion de fragmentos de anticuerpos

Clonacion y transformacion en el vector
pPiczaA

Para la clonacion direccional del inserto
se utilizaron los oligonucleotidos F5-5'-
GAATTCGGCCTGACTCAGCCG-3" y R3-5'-
TCCGGCCGGTCCGCCGGCG-3". Estos oligos
introducen los sitios de restriccion Eco RI'y Not 1
necesarios para la clonacion en el vector de levadura
pPiczoA (Invitrogen, USA). La reaccion se realizo
de la misma manera previamente descrita excepto
por las condiciones del termociclador que fueron:
94°C por 5 min, 30 ciclos de amplificacion a 94°C
30 sec, 57°C 30 secy 72°C 90 sec, una extension
final a 72°C por 10 min. Los productos fueron
separados en un gel de agarosa al 1.2%. Se utilizo
el Kit TOPO® XL PCR Cloning (Invitrogen, USA)
para realizar la clonacion del inserto amplificado
siguiendo las instrucciones del fabricante; para
la obtencion del plasmido se transformaron con
esta construccion células competentes TOP 10F’
por lisis alcalina. Estas construcciones y el vector
de expresion en levaduras fueron utilizados para
realizar la digestion con las enzimas Eco Rl 'y Not
I como sigue: Buffer O+ (10 x) 5 ul, BSA (100 x)
1 ul, Not 1(10 U/ul) 1 ul, Eco RT (10 U/ul) 1 uly
1 ug de inserto o vector pPiczaA, esta reaccion fue
llevada a un volumen final de 50 ul y se incub6 a
37°C toda la noche. Los productos de la digestion
fueron separados en un gel de agarosa al 1.2 %
y purificados con el kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System (Promega, USA). Los productos
de la digestion fueron utilizados para realizar la
ligacion de inserto con el vector de expresion
pPicza como sigue: 5 ul de buffer T4 (10 x), 5 ul
de inserto ScFv (50 ng/ul), 5 ul de vector pPicza
(100 ng/ul) y llevado a un volumen final de 50
ul con H,O. La reaccion se incub6 toda la noche
a temperatura ambiente y se inactivo por 10 min
a 65°C. Se transformaron células TOP 10 F" con
las construcciones para realizar la extraccion de
plasmido por lisis alcalina.
El plasmido purificado fue linearizado con la
enzima Sac I previo a la transformacion de las
células X-33 de Pichia pastoris como sigue: 5 ul
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de buffer Sac I (10 x), 10 ul de la construccion en
pPicza (1 ug), 3 ul de la enzimas Sac I (3 U/ul) y
llevado a un volumen final de 50 ul con H,O. La
reaccion se incub6 toda la noche a temperatura
ambiente. El producto de la digestion fue separado
y purificado de un gel de agarosa al 1%. Se
realiz6 la transformacion de las células X-33 de
Pichia pastoris utilizando el kit Pichia Easycomp
(Invitrogen, USA) conforme al método marcado
por el proveedor. Las células transformadas fueron
sembradas en placas con agar YPD y zeocina
(25 ug/ml) e incubadas a 30°C hasta la aparicion
de colonias. Se seleccionaron colonias para la
extraccion de ADN cromosOdmico para realizar la
confirmacion de la presencia del inserto por PCR
como sigue: en un tubo de 50 ml se agregaron
10 ml de medio YPD y se inocul6 una colonia
de la levadura transformada. Se dejo por 12 hrs.
a 30°C con agitacion constante de 250 rpm, se
centrifugaron los cultivos y el paquete celular fue
resuspendido con 1 ml de solucién "grinding"
compuesta de 290 ul de H,0, 100 ul de EDTA 0.5M,
Tris 0.1 M pH 8, 50 ul de SDS 10% y proteinasa K
(20 mg/ml), se agregaron 20 ul de NaCl 5 M y un
volumen igual de fenol equilibrado, se centrifugo
por 5 min a 14 000 rpm, al sobrenadante se
le agregd un volumen igual de cloroformo y se
centrifugo6 por 5 min a 14 000 rpm, se realizaron
lavados consecutivos con etanol absoluto y al 70%.
El paquete fue resuspendido en 100 ul de agua
bidestilada estéril. Las muestras se almacenaron
a-20°C. La confirmacion del inserto fue realizada
por PCR utilizando los oligonucleotidos F5 y F3
descritos anteriormente.

Induccion del anticuerpo, purificacion y cuan-
tificacion

Se realizd un preindculo en un matraz con
100 ml de medio BMGY (Buffer Glicerol-complex
Medium), se inocul6 una colonia y se dejo toda la
noche a 30°C en agitacion a 250 rpm, se centrifugd
el cultivo y el paquete se resuspendi6é en 100 ml
de medio BMMY (Buffer Metanol-complex
Medium) y se incubd toda la noche a 30°C en
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agitacion a 250 rpm. Se tomaron muestras de 10
ml cada 24 horas hasta las 120 horas para realizar
la purificacion del anticuerpo mediante el uso de
Ni-NTA agarosa por afinidad con poli-histidinas.
Los sobrenadantes fueron utilizados para realizar
separaciones en geles de SDS-PAGE al 10% y
cuantificacion por el método de Bradford como
se ha descrito anteriormente (17).

RESULTADOS
Seleccion de clonas

Previamente se realizo la construccion de
una biblioteca de fragmentos de anticuerpos
de gallina de cadena sencilla (ScFv) contra
Helicobacter pylori (18). Esta biblioteca fue
utilizada para la seleccion de clonas que expresan
anticuerpos especificos contra H. pylori realizando
la seleccion de 96 clonas al azar y realizando
pruebas inmunoenzimaticas o ELISA contra
las cepas de H. pylori ATCC 49396, J99 y N2.
De estas pruebas se seleccionaron 3 clonas que
reconocen a la cepa ATCC 49396 (8H, 2D,
9D), para la cepa N2 se seleccionaron 5 clonas
(10G, 4B, 2D, 3C, 6C) y para la cepa J99 se
seleccionaron 3 clonas (10G, 6B, 7H). Estas 11
clonas se utilizaron para realizar inmunoensayos
de especificidad, en la prueba se incluyeron cepas
de E. coli, Staphylococcus sp, Lactobacillus sp y
Salmonella sp. Posteriormente a la realizacion de
este inmunoensayo, se seleccionaron las clonas
9D y 3H de ATCC 49396, 10G de N2y 1G de J99
(Cuadro 1).

Construccion del ScFv en el vector de expresion
de levadura

Con base en las pruebas anteriores, se
selecciono la clona 9D para su subclonacion en el
vector pPiczaA y expresion en levadura, ya que
esta clona present6 el mayor reconocimiento sobre
H. pylori y una de las mejores especificidades
(Cuadro 1). El inserto ScFv de esta clona fue
amplificado por PCR, el producto fue ligado al
vector XL y se transformaron células TOP 10
F’, se extrajo el plasmido de estas células y se
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Expresion de fragmentos de anticuerpos

Cuadro 1

Cepa de bacteria Identificacion de clona*

9D ATCC 8H ATCC 10G N2 1GJ99
HP ATCC 49396 0.505 0.151 0.168 0.148
HP N2 0.43 0.291 0.265 0.258
HP J99 0.41 0.332 0.28 0.297
E. coli 0.166 0.253 0.233 0.146
Staphylococus sp 0.169 0.12 0.127 0.144
Lactobacillus sp 0.142 0.155 0.175 0.135
Salmonella sp 0.187 1.204 0.21 0.179

*Los valores se presentan en densidades épticas a 405 nm

utilizo para digerir con las enzimas Eco Rl 'y Not
I, el inserto liberado de aproximadamente 800 pb
correspondiente al ScFv fue purificado y ligado
al vector de expresion en levadura pPiczoA. La
construccion (9D-pPiczaA) fue transformada
en células TOP 10 F" y sembradas en placas
con zeocina. Se escogieron al azar 3 clonas para
realizar la extraccion del plasmido y confirmar la
presencia del ScFv en las bacterias transformadas,
las 3 clonas presentaron el inserto de tamafio
esperado. El plasmido de las clonas fue utilizado
para digerir con la enzima Sac 1, esto nos permitio
la transformacion de la cepa de Pichia pastoris
X-33 con la construccidon como se describe en
materiales y métodos. Las células transformadas
con la construccion fueron sembradas en placas de
agar YPD y zeocina por 3 dias. Se seleccionaron 3
clonas al azar (9D-A1, 9D-A2 y 9D-A3) y se les
realizo extraccion de ADN cromosomico, éste fue
utilizado para realizar una confirmacion por PCR
de la construccion. Las 3 clonas seleccionadas
fueron positivas para el tamafio de inserto
esperado.

Expresion del anticuerpo y cuantificacion

Una de las clonas de levadura seleccionadas
con la construccion 9D-pPiczaA fue utilizada
para realizar la induccion del anticuerpo. Para
esto se realizo un preindculo en medio rico en

glicerol para mantener reprimida la expresion.
Este preindculo fue colocado al dia siguiente en
100 ml de medio con 5% de metanol para inducir
la expresion del anticuerpo. Se tomaron muestras
cada 24 horas hasta las 120 horas totales del
experimento. Cada 24 horas se tomaron 10 ml de
medio, éste fue utilizado para realizar purificacion
por afinidad con Ni-NTA agarosa. Las muestras
fueron analizadas en geles de SDS-PAGE. La
expresion del anticuerpo purificado por este
sistema muestra que inicia a las 48 horas después
de adicionar el indculo al medio con metanol, esta
expresion aumenta a las 72 horas y culmina con
una intensa banda de proteina a las 120 horas; por
otro lado un lisado de las levaduras muestra como
la proteina se acumula en el interior de la célula.
Mientras se realizaba el proceso de purificacion del
anticuerpo, encontramos que durante los lavados
existia una pérdida considerable de proteina por
lo que decidimos utilizar el sistema de dialisis y
observar diferencias. Con este método encontramos
que a las 24 horas de expresion aparecio una banda
importante de proteina lo que previamente no
encontramos con el sistema de purificacion por
afinidad con Ni+, desafortunadamente encontramos
que existian proteinas no relacionadas con nuestro
anticuerpo por lo que el sistema de dialisis no fue
viable en este caso en particular.

Las 3 clonas previamente confirmadas de
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levadura (9D-A1, 9D-A2 y 9D-A3) se utilizaron
para realizar un expresion del anticuerpo y ensayos
de cuantificacion por el método de Bradford (17).
De manera similar a los pardmetros anteriores, se
tomaron 10 ml de medio cada 24 horas hasta las
120 horas, para este experimento se purifico por
afinidad con Ni-NTA agarosa. Las 3 clonas se
comportaron de manera similar con rendimientos
de proteina de hasta 50 ug/ml. Se puede observar
que a las 72 horas se alcanz6 un maximo en la
concentracion detectable de la proteina expresada
(Figura 1).

-
Em—
E.}
S 0
E:ﬂ- —=— Clona 90D-A1
—ir— Clona S0-A2
0 —=— Clorna 9D-A3
S o, S T e =
Thermpo de incdusccion
Figura 1
DISCUSION

En el presente trabajo presentamos la selec-
cion de un fragmento de anticuerpo de cadena
sencilla (ScFv) el cual fue clonado y expresado en
un vector de expresion de levaduras. Debido a que
los rendimientos en la produccidn de proteinas de
interés se ven reducidos en sistemas de expresion
basados en células procariotas (19), el sistema de
expresion en levaduras permite una mayor produc-
cion de proteina funcional para posteriores analisis
o ensayos de importancia (20,21). La clona 9D fue
seleccionada debido a su alta reactividad contra
las 3 cepas de H. pylori ademas de presentar una
especificidad considerable. Estas caracteristicas
son importantes ya que para utilizar un anticuerpo
monoclonal para inmunodiagndstico se requiere de
una alta sensibilidad y especificidad para la detec-
cion de la bacteria (22). Una deteccion oportuna
de la bacteria puede marcar la diferencia en el
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desarrollo de lceras gastricas y cancer (23-25) por
lo que el mejoramiento de métodos de deteccion
es de vital importancia en el area de salud ptblica
de los paises en desarrollo (26). La produccion de
anticuerpos monoclonales para este propdsito ha
sido importante para la deteccion de otros patoge-
nos o enfermedades (27-30), pero los altos costos
de produccion de hibridomas lo hace una tarea
dificil. Los sistemas de expresion de anticuerpos
en levadura disminuyen considerablemente los
costos de manejo y produccion, ademas de me-
jorar los rendimientos de proteina funcional. Las
concentraciones de anticuerpo inducido en este
trabajo fueron considerables llegando a obtener
rendimientos de 40 microgramos por ml de medio.
Por otro lado este sistema puede ser escalado con
mayor facilidad a plantas piloto para la produccion
masiva del anticuerpo. Yang y colaboradores (31)
demostraron que optimizando las condiciones de
expresion se pueden obtener rendimientos de hasta
302 microgramos por mililitro al modificar algu-
nas condiciones tales como el tipo de medio, pH
y concentracion de sales que afectan la expresion
del anticuerpo (32), lo que indica que es un sistema
que puede ser mejorado.
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