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Introduccion. La alta demanda de compuestos capaces
de reconocer antigenos con alta afinidad, asi como la
complejidad en su obtencion, ha promovido el desarrollo
de moléculas alternativas a los anticuerpos
monoclonales [1-3]. La variabilidad de los anticuerpos,
radica principalmente en el proceso de recombinacion
somatica [4], que es capaz de generar hasta 18 millones
de anticuerpos diferentes. Desde el enfoque de la
biologia sintética, se propone disefiar e implementar un
sistema capaz de producir proteinas analogas a los
anticuerpos en bacterias (E. coli), mediante un proceso
de recombinacién somatica sintética similar al que ya se
conoce en los linfocitos B, basada en la estructura con
motivos repetidos de las DARPinas [5] y en el sistema de
recombinacion Cre/lox [6]. El sistema propuesto se
compone de un Mddulo Recombinante (MR), portador de
los segmentos que recombinardn para dar lugar a
proteinas funcionales y un Mdédulo Inductor (M), que
regulara el momento en que se inicie la recombinacion.

Metodologia. El disefio y sintesis del MR se realiz6 a
partir de secuencias lox P heterélogas, asi como de
motivos conservados y variables de 4 DARPinas
diferentes, mediante la previa identificacion y alineacion.
Entre cada seccion se incluy6 el gen codificante para la
proteina roja fluorescente (RFP). Para formar el MR, se
ensamblaron las regiones sintetizadas con las
respectivas RFP’s, mientras que para el Ml se insertara
el gen de la recombinasa Cre con un promotor regulado
por arabinosa. Con ayuda del software I-TASSER [7], se
verificara que las proteinas resultantes de la
recombinacién no modifiquen su estructura. Ambos
modulos (MR y MI) seran insertados en el plasmido
pSB2k3 y transformados en la cepa de E. coli D1210. La
cepa transformada se cultivard en matraces agitados de
250 mL y se inducira la recombinacién durante la fase
estacionaria del cultivo. En el disefio se contemplé el
proceso de seleccidn para excluir clonas que expresen la
RFP, ya que durante la recombinacion, el fragmento de
DNA que codifica para ésta sera escindido, de caso
contrario las colonias seran rojas. De igual forma se
adicioné una cola de histidinas para la purificacion de
DARPinas mediante cromatografia de afinidad a niquel.

Resultados. Se disefié el MR mediante la obtencion de
las 4 DARPinas de trabajo vy la identificacion de las
regiones variables que las componen, ademas se realizé

un analisis de compatibilidad de las regiones lox para
hacer uso de las menos compatibles (IoxFAS y 0x2272) y
evitar recombinaciones indeseadas. La estructura final
del MR esta formada por tres segmentos (C1, V1 y
V2+C2) ilustrados en la Fig. 1, las flechas en colores
muestran las distintas regiones variables de las
DARPinas de trabajo. Se comprobé que la estructura
terciaria de una de las proteinas resultantes no se
alterara (Fig. 2). Actualmente, se esta realizando el
ensamblaje del MR con un avance del 60%. Por otra
parte, el Ml fue disefiado de manera que el gen de la
recombinasa CRE estuviera bajo la regulacién de un
promotor inducible por arabinosa, este moddulo esta
completamente terminado.
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Figura 1. Esquema de los 3 segmentos
del M6dulo Recombinante.

Figura 2. Comparacion de la estructura
predicha con el software I-TASSER de
uno de los posibles resultados de la
recombinacién (anaranjado) con la estructura de la DARPina consenso
(rojo).

Conclusiones. El sistema de recombinacion disefiado
mediante biologia sintética es capaz de producir hasta 18
proteinas diferentes estructuralmente estables. De ser
funcional, podria aumentarse el nimero de regiones
variables con el fin de generar una mayor diversidad de
proteinas funcionalmente analogas a los anticuerpos.
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