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Introduccion. La proteina de muerte celular
programada-1 (PD-1), es un correceptor inhibitorio
expresado en la membrada del linfocito T(1). Diversos
tipos de cancer sobreexpresan el Ligando de PD-1
(PD-L1), que tras la desfosforilacién de moléculas
activadoras como ZAP70 y PKC6 rio abajo del TCR,
evocan la anergia o agotamiento de los Linfocitos T
Infiltrantes del Tumor, repercutiendo negativamente en
la respuesta efectora antitumoral (2). EI empleo de
inmunoterapéuticos  humanizados basados en
anticuerpos monoclonales (MAb), que bloguean la
interaccion PD-1/PD-L1 mejoran la respuesta al
tratamiento de los pacientes con cancer (2-4), para ello,
un aspecto critico es la disponibilidad del antigeno, por
lo que la biotecnologia biomédica es clave para este
fin.

Objetivo. Clonar y expresar los dominios extracelulares
IgV-like de PD-1y de PD-L1.

Metodologia. Debido a que la interaccion de PD-1/PD-
L1 esta mediada por sus dominios extracelulares tipo
variable de inmunoglobulina (IgV-like), se disefaron
iniciadores especificos para clonarlos. Una vez
clonados, se ligaron al vector de expresion pcDNAG-
HisA, cada DNA recombinante se inserté por separado
en Escherichia coli. Se seleccionaron y verificaron las
transformantes mediante Colony-PCR. Con cada una,
se realizd6 una expresion piloto, inducida con IPTG
(1mM) el tiempo optimo de expresion se definio
empleando SDS-PAGE al 12%, siguiendo protocolos
estandar del LBM.

Resultados. Los amplicones obtenidos en las PCR
correspndientes (375pb para el IgV-like de PD-1 y
357pb para el IgV-like de PD-L1), fueron secuenciados,
alineados y verificados, obteniendo un 99% de
identidad para PD-1 y un 100% para PD-L1, cada
secuencia fue registrada en GenBank PD-1
(OM363223) y PD-L1 (OM363224). El analisis de la
expresion piloto sugiere el mismo tiempo 6ptimo en
cada caso (4h post-induccién), y también una banda de
~15 kDa, consistente con el peso molecular esperado.
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Fig. 1. Clonacion y expresion recombinante de los IgV-like de PD-
1y PD-L1. (A): Amplicones de cada IgV-like en gel de agarosa al
2%. Carril 1: Marcador; Carril 2: IgV-like de PD-L1; Carril 3: IgV-like
de PD-1. (B): Alineamiento de los secuencias IgV-like de PD-1
(superior), y PD-L1 (inferior), experimentales con las de referencia.
(C): Expresion piloto de IgV-like PD-L1 (superior) e IgV-like PD-1
(inferior). Carril 1: Marcador; Carriles del 2 al 9, tiempo en horas
post-induccion 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, y 9 respectivamente. Se
sefiala la banda de ~15kDa (SDS-PAGE 12%) esperada.

Conclusiones. Se logré la clonacion y expresion
recombinante de los dominios extracelulares IgV-like
de PD-1 y PD-L1, lo que permitira contar con una
fuente antigénica cuasi-inagotable, para la eventual
produccion de un MAb, MAb humanizado u otro
inmunoterapéutico, algo que aun no se logra en
México.
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