ANTICUERPO scFv 6009F DE ORIGEN HUMANO EXPRESADO EN Pichia pastoris
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Introduccién.

Los fragmentos de cadena sencilla (scFv) estan formados
por las regiones variables de la cadena pesada (Vn) y
ligera (VL) de las inmunoglobulinas, unidos mediante un
linker formado de glicinas y serina ((G4S)z; al ser uno de
los anticuerpos con menor tamafio (~30 kDa) presentan
caracteristicas importantes como tener una mejor
penetracion en el tejido, una eliminacién rapida e
inmunogenicidad reducida (1). Algunos de estos
anticuerpos han demostrado tener la capacidad de
neutralizacién contra ciertas toxinas; tal es el caso del
scFv 6009F que se obtuvo a partir de sangre periférica
humana y es capaz de reconocer y neutralizar la toxina
Cn2 presente en el veneno de Centruroides noxius (2,3).
Este Proyecto tiene como objetivo expresar el anticuerpo
scFv 6009F de forma activa en las cepas X-33 y GS115
de Pichia pastoris utilizando el pldsmido de expresion
pPICZAaq.

Metodologia.

Se realiz6 la construccién del plasmido pPICZAa/6009F,
el cual fue transformado en las cepas X-33 y GS115
mediante proceso de electroporacion una vez obtenidas
las clonas se procedi6 a la expresion, la cepa GS115 se
expres6 en matraz de 250ml con un cultivo de 20 ml
BMMY, a 200 rpm induciendo con metanol al 0.5% cada
12 horas; la cepa X-33 se expresé en reactor de 1l con un
volumen de cultivo de 500 ml BMMY induciendo con
metanol al 1% cada 12 horas; ambas expresiones se
realizaron a una temperatura de 28°C, se corrieron las
muestras en geles SDS-PAGE.

Resultados
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Fig. 1. Gel SDS-PAGE de la expresion de la cepa X-33 en reactor.
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Fig 2. Gel SDS-PAGE de la expresion de la cepa GS115 en matraz.

Conclusiones.

Se logro expresar el fragmento 6009F con ambas cepas
produciendo la proteina de manera extracelular. En los
geles se observa la banda correspondiente a la proteina
con un peso de 28 kDa en ambas cepas expresandose a
las 72 y 96h.
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