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RESUMEN:

Las toxinas de los alacranes son venenos muy poderosos. Al picar un
alacran a una persona se producen sintornas a nivel del sistema nervioso
simpatico, parasimpatico y efectos paraliticos.

Este trabajo tiene una gran importancia desde los puntos de vista de la
investigacion aplicada, como Ia basica, ya que actualmente no se cuanta con un
método efectivo de proteccion (ni a nivel de medicamento, ni a nivel del sistema
inmune, ya que la persana fallece antes de que haya produccién de
anticuerpos). La importancia bésica de este trabajo radica en el uso de la nueva
¥ ipoderosa técnica de expresién de péptidos en fago ( “Phage Display”) en la

determinacién de epitopos de ia toxina.
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INTRODUCCION.

Diagnosis del Orden Scorpiones:

Los miembros de este grupo se conocen en México como alacranes o
escorpiones y se caracterizan por presentar ef prosoma articutado al opistosoma
a todo lo ancho, estando cubierto por un caparacho dorsat nico (figura 1y 2). El
caparacho presenta dos ojos medios y dos a cinco pares de ojos laterales,
aunque existen especias anoftaimas. Los queliceros tienen forma de pinza y
estan formados por tres artejos. Los pedipalpos son grandes y estan
compuestos por seis segmentos, con las tibias y los tarsos modificados a
manera de pinzas. Los cuatro pares de patas presenian siete artejos, con el
tarso biarticulado y con dos ufias en su parte distal. El opistosoma se encuentra
diferenciado en dos porciones: la anterior o0 mesosoma, compuesta por siete
segmentos visibles anchos y la posterior 0 metasoma, formada por cinco
segmentos anillados delgados (que aparentan una cola} y el telson vesicufar con
un aguijon en su extremo terminal. El primer segmento opistosomai (el primero
visible) presenta ventralmente un par de opérculos genitales que cubren el
gonopoto y, por detrds de él, originados del segundo segmento visible, una
placa que da origen a un par de apéndices a manera de peines. Los segmentos
mesosomales tercero al sexto muestran cada uno un par de filotraqueas

ventrales. (Vazquez-Garcia y col., 1987)
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Figura 1. Vista dorsal de un alacran mostrando sus partes.'car: caparacho; mes:.
mesosoma; met; metasoma; ojl: ojo fateral; ojm: ojo medio; ped: pedipalpos; pro:
prosoma; que: queliceros; sac: surco antecostal; tefl: telson; 1, N, M, IV: primero al

cuarto par de patas. (Tomado de Vazquez-Garcia, 1987)
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Figura 2. Vista ventral de un alacran mestrando sus partes. a) cuerpo combleto.

b) detalle del area esterno-genital. est: esternén; eve: estigma ventilador; mes:
mesosoma, met: metasoma; opg: opérculo genital;, ped: pedipalpos; pei. peines;
ppe: placa pectinifera; pro: prosoma; que: queliceros; tel: telson; |, 11, Hll, IV:

primero al cuarto par de patas. (Tormado de Véazquez-Garcia, 1987)



Toxinas de los alacranes:
Generalidades del veneno:

Las neurotoxinas de los alacranes son proteinas considerados como unos de
los mas poderosos venenos que se conocen hasta ahora. Expresado en
concentracion molar, la letalidad de las toxinas de los alacranes solo es
rebasada por ciertas toiinas bacterianas, mientras que es comparable al veneno
de algunas serpientes. Aunque el cianuro es generalmente considerado como un
potente veneno metabdlico (dosis letal media de cianuro de potasio es 1.5x10),
en la concentracién molar es 10° veces menos toxico que algunas toxinas de
alacranes. {Palis, 1991)

El veneno de alacran es una fuente rica en péptidos de bajo peso moleculary
gue son toxicos para una variedad de organismos, invertebrados y vertebrados,
incluyendo los humano#. La mayoria de los venenos de alacran estudiados
hasta ahora contienen dos tipos de toxinas: (1) polipéptidos de cadena larga de
60 a 70 residuos de aminoacidos que bloquean canales de Na’ de células
excitables, y (2) péptidos de cadena pequeia de 35 a 39 residucs de
aminoacidos que afectan diferentes tipos de canales de K. (Herion y col. 1995).
Los venenos de los alacranes son mezclas complejas, en parte porque son
secreciones apocrinas. Caracteristicamente, el veneno de una especie contiene
proteinas basicas de bajo peso molecutar (neurotoxinas), mucus (5-10%), sales

y varios componentes organicos (oligopéptidos, nucleétidos, aminoacidos).



La composicién de aminoécidos de 70 toxinas de alacranes se determino.
Estas toxinas contienen solo los 20 L-aminoacidos comunes de las proteinas.
Cuantitativamente, sin embargo, la composicién de aminoacidos es algo inusual,
comparada con otras proteinas. Las toxinas de alacran tienen un alto contenido
en cisteina — ocho residuos con cuatro puentes disulfuro por molécula, o cual es
una cantidad inusual para una proteina globular de bajo peso molecular.
Cantidades considerables de glicinat tirosina, amincéacidos dicarboxilicos, sus
amidas y lisina también estan presentes. Hay una ausencia notable en la
mayoria de las toxinas de alacranes de metionina y, &n menor grado, de
histidina. (Polis, 1991)

. Una pregunta interesante se refiere a la presencia de toxinas mdltiples en un
veneno dado. Los alacranes usan el veneno para la inmovilizacién de su presa y
la proteccién contra sus depredadores. Estas dos funciones evolutivas pudieron
efercer presiones de seleccion que favorecieron el desarrollo de venenos
complejos. Los resultados de los estudios con toxinas aisladas demostraronjun
alto grado de especificidad del hospedero para ciertas toxinas. Por ejemplo, el
veneno de una especie puede contener una toxina preferentemente tdxica para
insectos, otra para crustaceos y todavia otra para mamiferos. (Polis, 1891) En
algunas circunstancias, el veneno con muitiples toxinas ée favorece por una
accién sinergética entre los componentes. La composicion del veneno puede

variar cuando una sola especie habita en regiones geograficas diferentes.



Muchos venenos de alacranes, a diferencia de los venenos de serpientes y
arafas, no tienen una actividad enzimatica, o han demostrado tener muy poca.
{Polis, 1991}

En América, los venenos de las especies de Centrurcides y Tityus son los

mas venenosos.

Accién del veneno:

Los principales blancos moleculares de las toxinas de los alacranes son los
canales de Na* y K' dependientes de voltaje que se encuentran en muchos
tejidos excitables.

Fl efecto acumulativo en todo el animal sujefo al envenenamiento es muy
complejo. Como consecuencia del envenenamiento, los drganos y tejidos
especiaimente afectados son el sistema cardiovascular, pulmones, musculo liso
visceral, atero, varias g!éndu!aé y el misculo esquelético. Las terminales
nerviosas del sistema auténomt-n y la médula adrenal son despolarizadas
causando una liberacibn masiva de neurotransmisores, incluyendo
catecolaminas. El envenenamiento resulta en una serie de sintomas a nivel del
sistema nervioso simpatico, parasimpatico y efectos paraliticos.

Debido a una rapida absorcion y distribucién de las toxinas, la muerte por
envenenamiento debido a la picadura del alacran puede ser dramaticamente

rapida.



Importancia medica:

A pesar de la importancia médica e histérica de los envenenamientos por
picadura de alacran en humanos, un problema de salud que data desde la
antigliedad, la informacién precisa de la mayoria de los a'spectos es escasa y
stlo se ha alcanzado un pequefio progreso en el tratamiento.

Los alacranes peligrosos para los humanos se encuentran en regiones
deséricas o semiaridas, a lo largo de todo el mundo. En América, las especies
peligrosas de alacranes se encuentran en la parte suroeste de Estados Unidos,
Mexico, area este-central de América del Sur y las islas del Caribe. Las
especies de importancia médica pertenecen a la familia Buthidae: los géneros
incluyen Androctonus, Buthacus, Buthus, Centruroides, Leiurus, Mesobuthus,
Parabuthus, y Tityus.

Para el genero Centrurcides se estima una incidencia de 100,000 picaduras
por afo. Estadisticas recientes de mortalidad consideran alrededor de 800
muertes por afio. (Possani, 1988). [.os adultos son las victimas mas frecuentes
de las picaduras de alacranes que los nifios, pero la merialidad es mayor en los
niffos. (Polis, 1991) Al parecer, hay una variaciéon en la incidencia de
envenenamientos de acuerdo a la época del afio, con un ndimero mayor durante

el verano y principios de otofio.
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Noxiustoxina:

La Noxiustoxina (NTX) es un polipéptido de 39 residuos de aminoacidos
con tres puentes disulfuro que se ha aislado del veneng de un alacran mexicano:
el Centruroides noxius. La NTX tiene un peso molecular alrededor de 4000 Da
(figura 3).

La primera evidencia de sus efectos sobre los canales de K
dependientes de voltaje provino de los experimentos de voiiaje fijo en el axdn de
calamar. También se demostré que la NTX indujo la liberacion de
neurofransmisor de los sinaptosomas del raton, mediante el blogueo de la
permeabilidad al -K‘ y que ademas es un inhibidor de los canales de K’
dependientes de Ca®*, en el masculo esquelético. La NTX bloquea los canales
de K* ce tipo n en finfocitos T y se une a la membrana plasmatica sindptica del
cerebro. También bloquea otras clases de canales de K* dependientes de Ca*y
de voltaje, de varios tejidos excitables y no excitables, con constantes de.
afinidad (kq) muy variables que van desde uM hasta pM, dependiendo del tejido
bajo estudio.

Los péptidos sintéticos correspondientes al extremo N-terminal de la
secuencia de aminoacidos de la NTX se demostré que tienen efectos tdxicos
similares a aquelios de la toxina nativa e inducen diversos grados del bloqueo de
los canales de K* activados por Ca’* de las células endoteliales ahorticas de

bovino.
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Figura 3. Secuencia aminoacida de péptidos sintéticos ~nrrespondientes a las

secuencias de NTX y ChTX. (Tomado de Gurrola, 1995)

Figura 4. Imagen estereoscopica del modelo tridimensional del NTX. (Tomado

de Gurrola, 1895)
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Una imagen estereoscopica del modelo tridimensional de la NTX se
obtuvo usando los parametros de la resonancia magnética nuclear determinados
para ChTX (toxina de alacran que tiene 44% de similitud c2i. NTX y que también
es un bloquéador de canales de K' , figura 4). Se uso un conjunto de programas
de homologia de Biosym Technologies (San Diego, CA, USA) que se ocupd en
la generacion del modelo, incluyendo la minimizacién de energia y dinamica
molecular. Los residuos Lys11-Leu20 estan formando tres vueltas de alfa-hélice,
mientras que los segmentos Thri-Asnd4, Ala25-Cys29 y Lys33-Tyr37 estdn
probablemente formando estructuras de tres hojas beta anti-paralelas. La
metionina de la posicién 30 esta situada en la vuelta, entre dos estructuras de
hojas beta. La presencia de la regién alfa — hélice intacta es importante para la
unidn a los canales. El extremo N-terminal es importante para reconocer a los
canales, mientras que el segmento C-terminal no es mu'y importante para la
unién a las membranas. La posibilidad de que el segmento C-terminal sea
importante para el posicionamiénto del segmento N-terminal en el arreglo
espacial correcto para !a unién, es una posibilidad que queda para ser
explorada. Esta ditima especulacion es muy importante, dado que la mayoria de
los fragmentos sintéticos de la porciéon N-terminal no se unieron al canal con la
misma afinidad, lo que significd que algo estaba faltando, ya fuera en la
estructura primaria o en el arreglo tridimensional de la NTX. Cuando la NTX es
reducida o alquilada ya sea con iodometano o acido iodoacético, la toxina se

inactiva complatamente. Sin embargo, cuando la NTX se reduce pero no se
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alquifa y posteriormente se purifica, alcanza su conformacién nativa

{replegamiento}.

Obtencién de anticuerpos monocionales contra NTX:

Varios anticuerpos monoclonales (Mabs) especificcs. rara NTX (BNTX4,
BNTX12, BNTX14, BNTX16, BNTX18 y BNTX21) se han obtenido por medio del
uso de técnicas con hibridoma y se han descrito sus propiedades (Herion y col,
1995). Los MAbsBNTX4, BNTX12, BNTX14, y BNTX16 pertenecen a la
subclase IgG,, mientras que los BNTX18 y BNTX21 perienecen a la subclase
1gGa2,.

Para investigar si los seis Mabs se unen a epitopos independientes o
traslapados, se llevaron a cabo ensayos de tipo "ELISA” en sandwich en las que
un miembro de cada par de anticuerpos se inmovilizé en una placa y el otro se
marco con peroxidasa y se uso para detectar el complejo NTX-anticuerpo
inrﬁoviiizado. Todos los pares posibles de Mabs se ensayaron. Los resultados
indicaron que ninguno de los pares de anticuerpos pudieron unirse
simultadneamente a NTX, fo que significaria que los epitopos identificados por los
Mabs son idénticos, sobrepuestos o préximos.

Para examinar la relacion entre epitopo(s) y el sitio activo de la toxina, los
seis Mebs se probaron respecto a su habilidad de inhibir la unién de la NTX a las
membranas sinaptosomales de cerebro in vivo. Todos los Mabs inhibieron la

unién de la toxina a su receptor. El inhibidor mas fuerte fue el MAb BNTX21.
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Estos resultados sugirieron que los epitopo(s) definidos por los Mabs podrian
estar traslapados o cerca de! sitio activo de la toxina o que la unidén de Mabs
induzca un cambio conformacional en la toxina, reduciendo su afinidad por el
receptor, o bien que la unién de los Mabs reduzca la velocidad de reaccién de |a
toxina con su receptor.

Para detectar la presencia de toxinas que pudieran tener una reaccidn
cruzada con el veneno de alacranes de otras especies, reaccionando con fos
Mabs utilizados, se hicieron ELISA de competencia (El Mab unido a la NTX se
probd en presencia del veneno crudo de diferentes éspecies del género
Centruroides). EI MAb BNTX16 identificéd toxinas parecidas a la NTX
provenientes de tres subespecies de C. Limpidus, C. Infamatus infamatus, y

C.suffusus suffusus, pero no de C. Elegans.
Propiedades antigénicas de NTX:

Siendo un péptido la NTX es un antigeno que podria dirigir una respuesta
inmune humoral, Esta propiedad podria ser muy importante para proteger al
organismo del efecto toxico del veneno del alacran. Sin emhargo, el efecto téxico
toma algunas horas y el montaje de la reaccion inmune protectora requiere de 2
a 3 semanas, por lo que la capacidad antigénica de NTX no se realiza.

Como una sclucion al problema anteriormente mencionado se propone Ja
obtencién de vacunas que induzcan la produccién de anticuerpos antes del

posible envenenamiento confiriendo [a proteccion. Métodos tradicionales de
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vacunacién usan el mismo péptido o al organismo atenuado como inmundgeno.
Este abordaje del problema, en el caso de NTX, no es posible por la
neurotoxicidad intrinseca del péptido. Una alternativa pod‘ria ser la separacion
de epitopos de las porciones que se unen a la membrana, causando el efecto
téxico, inmunizando Unicamente con la porcién que contiene el epitopo. Bajo
este planteamiento, esta claro que la piedra angular que permitiria completar el
trabajo seria la identificacién de epitopos de NTX.

Los primeros intentos de fraccionamiento al azar de la molécula, sin el
conocimiento previo de dénde estad el epitopo han sido pocos e infructuosos
(Possani, 1995). Recientemente se ha desarrollado un nuevo y poderoso
método que permite la investigacién y localizacion de epitopos llamado "Phage
Display” {(expresién de péptidos en fago). El presente trab-i~ se basa en una de
las variaciones de este método que ocupa una biblioteca de 12 amindacidos

construida en la proteina recombinante p3 del bacteriofago M13.
Estructura del bacteriofago M13.

Datos generales.

Una imagen de alta resolucién de M13 no se ha obtenido todavia. La
difraccién de rayos X se uso para determinar la estructura del virién a 7A de
resolucién. La posicién de los residuos de Tyr de p8, que es una proteina

codificada por el gen 8 (Tyr®' y Tyr**) se determino. La difraccién de neutrones
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se realizd para determinar las posiciones tridimensionales de los residuos de
Phe, lle y Tyr en p8. La rescnancia magnética nuclear de! estado sélido se hizo
para determinar la origntacidon de todos los enlaces N-H en la protelna y la
dindmica de un nimero grande de grupos de cadena principal y cadenas
laterales. Modelos estructurales de las proteinas menores /27,p9,p3,p6) se han
construido basados en su simifitud de secuencia y con la proteina de envoltura,
asumiendo que estas similitudes en secuencia son indicativas de similitudes
estructurales.

La figura 5 muestra la organizacion globat de M13, siendo de alrededor de
65A de diametro con el largo que depende del largo del genoma encapsulado.
Una fraccion considerable de la masa del virién se debe a muchas copias de la
proteina de envoltura de 50 residuos de aminodcidos, p8, que forma un cilindro
grueso flexible de 15-20A alrededor del genoma viral de una sola hebra. El largo
del viribn es de aproximadamente 3,3A por subunidad de proteina mayor de la
envoltura mas aproximadamente 175A para las proteinas menores. La superficie
exterior del virus tiene un radio de 33A. Péptidos altamente hidrofobicos p7 (33
aminoacidos) y p9 (32aminoacidos) estan localizados en el extremo que es
expulsado primero de la célula durante el ensamblaje de! virus o el extremo
distal (figura 6). Cada viribn contiene cinco copias de cada una de estas. La
proteina de unién al hospedero p3 es sintetizada como una proteina de 424
residuos de aminoacidos, cuyo extremo N-terminal de 18 residuos de
aminoacidos es removido durante la insercién a la membrana. El polipéptido

maduro de 406 residuos de aminodcidos se ancla al virion mediante
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Figura 5. Organizacion global del fago M13. (Tomado de Makowski, 1993)
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Figura 6. Modelos de los extremos del fago M13. a} extremo distal. b) extremo

proximal. (Tomado de Makowski, 1993)
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interacciones con p6 (113 amino4cidos). Son cinco copias de cada una (p3 'y p6)

en el extremo proximal del virion.

Proteinas p3 v p8.

La estructura de p3 es flexible. Las micrografias electrénicas que la
visualizan han producido imagenes diferentes de su estructura, que van desde la
apariencia de una esfera al final de una cuerda, hasta el cilindro de 60-70A que
termina con una estructura en punta con extension delgada al final. p3 contiene
tres arreglos repetitivos de! motive Ser-Gly-Gly-Gly o Ser-Glu-Gly-Gly-Gly. El
primer segmento empieza alrededor de 70 aminoacidos def extremo N-terminal y
contiene cuatro repeticiones; el segundo empieza alrededor de 215 aminoacidos
de! extremo N-terminal y contiene ocho tripletes de Gly. Se cree que estos
segmentos contribuyen a la flexibilidad aparente de la praweina y a la facilidag
con la cual las inserciones pueden ser satisfactoriamente afiadidos. Inserciones
de pocos aminoécidés en el extremo N-terminal aparentan tener un efecto
minimo en el funcionamiento de p3. Insercién de secuencias al p3 demuestra
que su flexibilidad y el hecho de que estd expuesta al final del virion hace de ella
un excelente sustrato para las aplicaciones que no requieren un alto nimero de
copias por particula fagica. Ambas, p3 y p8, antes de la incorporacion al virién se
anclan a la membrana con la porcion N-terminal expuesta al periplasma. La
proteina codificada por el gen 3 tiene aparentemente dos dominios funcionales,

cada uno de 200 residuos aproximadamente: el dominio N-terminal expuesta al
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pilus F que no es requerido para el ensamblaje del viridn, y el dominio C-terminal
que se esconde en la particula y que es una parte integral de la estructura de la
capside. En el viridn, la porcién C-terminal de p8 aparenta estar dentro dei virién,
cerca del DNA, mientras que la porcién N-terminal estd expuesta al solvente. El
tipo silvestre del fago M13 contiene aproximadamente 2700 copias de p8
ensambladas por la interaccién de sus dominios helicoidales hidrofbicos en un

largo y delgado tubo que es caracteristico de los fagos filamentosos.
Ciclo de vida del bacteriéfago M13.

Hay tres tipos de fagos filamentosos: fd, f y M13 que son bacteriéfagos
con el DNA cerrado en el aniilo de una sola cadena (ssDNA) de una longitud de
alrededor de 6500 nucledtidos. E! fago filamentoso no lisa la célula. Las células
quedan crénicamente infectadas, creciendo lentamente y produciendo particulas
fagicas por un periodo indefinido. .

El ciclo infeccioso det fago empieza con su unién via la proteina menor de
la envoltura p3, al extremo libre de los pili F de E.co.!i (solo las células
masculinas de las cepas F’ o Hfr pueden ser infectadas). Al momento de la union
al pili, el fago es atraido hacia la superficie de la célula hospedera y las proteinas
de la envoltura se disocian en la membrana interna. £1 genoma fagico internado
en la célula es el asa de una sola hebra del DNA. Esta cadena tiene polaridad
mas(+) y sirve como molde para la sintesis de [a cadena menos(-) que empieza

en un origen especiifico y da como resultado la forma duplicadora de doble
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cadena (RF) por medio de la accién combinada de la polimerasa de RNA de la
bacteria y la maquinaria de la sintesis de DNA bacterial y no requiere de la
participacion de ninguna de las proteinas codificadas por el genoma viral. La
molécula de RF sirve como molde para Ié trascripcién del RNAm, duplicacién del
RF, y la produccién de [a progenie de ssDNA. Una de las proteinas expresadas
por el fago, p2, hace un core especifico de la cadena mas del DNA de doble
cadena y el extremo 3’ resultante es elongado por la maquinaria de sintesis de
DNA de la bacteria, hasta que aicance el doble de la longitud unitaria, la cadena
desplazada es cortada y circularizada de forma concentrada para dar una
cadena sencilla de DNA circular y conservar la molécula originai de DNA circular
de doble cadena. Todos los genes virales son expresados inmediatamente.
Entre los productos de genes fagicos que se acumulan estan cinco proteinas
estructurales designadas para su incorporacién en particulas fagicas recién
formadas. Estas son la proteina mayor de la envoltura p8, la proteina de
absorcion p3, las proteinas menores de envoltura p6, p7 y p9. Conforme !a
duplicacién de RF procede, productos de genes fagicos se acumulan. Una de
ellas, la proteina plasmatica de union al DNA, p5, se une a cadenas mas(+)
nuevamente sintetetizadas, para prevenir su conversién en forma de doble
cadena y conserva ¢adenas mas(+) para su incorporaciéon en las particulas
fagicas. p5 impide la generacion de mas DNA en su forma duplicativa. Después
de que en la célula se acumulan 100-200 copias de RF, la sintesis de DNA del
fago M13 se vuelve asimétrica y empieza a formarse una cantidad grande sélo

de la cadena mas(+). Los viriones de la progenie no son ensamblados en el
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citoplasma, sino por la expulsiéon de ssDNA a través de 1a #nvoltura bacteriana.
Moléculas de p5 unidos al DNA son intercambiadas por p8 conforme el DNA es
expulsado de Ia célula, para producir particulas maduras. Conforme emerge de
la célula, el ssDNA adquiere su envoltura extracelular de las proteinas de la
cubierla de la membrana. La particula completa entonces abandona la célula. El
control metabético de la produccién dei virus se da por competencia entre el
producto del gen 2 que induce la forma duplicativa y el producto del gen 5 que

secuestra al DNA de cadena sencilla para formar virus maduros.
“Phage display".
Generalidades.

Un “fago de fusién™ es un virién filamentoso que muestra sobre su
superficie un péptido exiraﬁo fusionado a una proteina de superficie y que
alberge el gen para la pro‘teina fusionada en su genoma. (Scott y col., 1990) Ei
fago filamentoso tiene varias propiedades que lo hacen atractivo para el uso en
los vectores de presentacion de péptido. Los fagos estdn muy bien
caracterizados, son faciles de trabajar y la superficie del virién es de baja
complejidad. La insercién de péptidos extrafios a cualquiera de estas proteinas
tiene el potencial de interrumpir la estabilidad estructural ae la particula fagica,

asf también como interferir con el ensamblaje e infeccion.
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De acuerdo con los experimentos realizados hasta la fecha, el “phage
display” es capaz de realizar un proceso de seleccién tan preciso como la
seleccién inmune. Un mimotopo es un péptido pequefic gque imita las
propiecades de unidn del epitopo ensamblado (que estd formado de residuos
distantes en la secuencia primaria del antigeno, pero contiguos en ia estructura
tridimensional ensamblada). (Scott y col., 1990) Algunos sitios de unién pueden
requerir propiedades estructurales que no pueden ser efectivamente imitados
por péptidos pequedios.

Los fagos muestran secuencias azarosas de péptidos extrafios
codificados por oligonucledtidos sintéticos unidos al gen de la proteina de
en_voltura. Una biblioteca completa representa mas que billones de secuencias
peptidicas. Si el péptido mostrado por el fago es un ligando fuerte para el
anticuerpo u otra proteina de unién, entonces el fage puede ser purificado de la
biblioteca por afinidad. Los fagos purificados por afinidad pueden ser eluidos sin
destruir su actividad.” Sus secuencias peptidicas responsables de la unién
pueden conocerse mediante la infeccién bacteriana por fagos eluidos, la
propagacion de clones del fago y la secuenciacion de la parte relevante de su

DNA.

Sistemas de péptido en fago.

Rutinariamente se hacen las siguientes variaciones de sistemas de

péptidos en fago (figura 7}
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A’). El sistema original del fago-p3 contiene oligonucledtido clonado
insertado cerca del extremo 5' del gen 3 en el genoma fagico. Los péptidos
expresados por estos oligonucledtidos son fusionados en o cerca del extremo N-
terminal de la proteina menor de la envoltura 3, y son ensamblados en la
superficie de particulas fagicas donde quedan disponibles para la unién con
anticuerpos. Cada cinco copias de p3 en el fago presenta el pé&ptido.

A”). Cualquier plasmido circular de DNA que contiene el origen de
dupfic_acién y la sefial de empaquetamiento tiene el potencial de entrar en el ciclo
de vida del fago, produciendo particulas infecciosas del fago conteniendo una
hebra del DNA del plasmido. La hebra que contiene el origen fagico (cadena
mas (+) es la cadena que se empaca. Estos episomas son llamados fagémidos.
Los fagémidos contienen la region intergénica del fago filamentoso que contiene
los origenes de sintesis de las cadenas mas y menos y otros elementos que
actdan en cis y son necesarios para la sintesis de ssDNA y el empacamiento en
viriones. También contienen el origen de duplicacién no virico y un gen de
resistencia al antibidtico, por lo que ellos pdeden ser propagados como cualquier
plasmido, independientemente de la funcidn fagica, se duplican normaimente
bajo el control de proteinas del hospedero y entran en el modo de duplicacién
parecido al fagico y el empaquetamiento en presencia de ciertas proteinas
fagicas usualmente proporcionadas por otro genoma fagico (fago ayudador)
introducido en la célula. Cuando la célula que alberga el fagémido es infectada
por el fago filamentoso ayudador, se secreta el fagémido (también el fago

ayudador) en forma de viriones infecciosos. Estos viriones muestran una mezcla
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de moléculas de proteina recombinante de cubierta codificadas por el fagémido
y molécutas de tipo silvestre codificadas por el ayudador. Los viriones fagémicos
se distinguen de los viriones ayudadores porque ellos transmiten la resistencia a
antibiélico a cualquier célula que ellos infectan. Para obtener el
empaquetamiento preferencial de genomas del fagémido, el fago ayudador es
debilitado y compite pobremente con el fagémido para las funciones de la
duplicacion fagica y el empaquetamiento.

Variaciones del sistema de presentacién de p3 emplean el vector
fagémido. Estos vectores contienen el gen 3 con sitios de clonacion de
oliginucledtidos. Habitualmente el promotor de p3 es reemplazado por un
promotor inducible, para permitir el control de la expresién de la proteina de
fusion. Copias de tipo silvestre de p3, con los otros productos de genes fagicos
requeridos son proporcionados por el fago ayudador y el niimero de péptidos
presentados en cada particula fagémica puede variar de cero a cinco,
controlando el nimero r%alativo de tipo silvestre y péptidos provenientes de
moléculas de p3 expresados en la célula. EI DNA del fagémido es empacado
preferentemente con respecto al DNA del ayudador, proporcionando la unién
entre el DNA clonado y el péptido presentado.

B'). Otra proteina estructural , proteina mayor de la envoltura p8, ha sido
explorada como vehiculo de presentacién. Mientras que los péptidos pueden
fusionarse a cada una de las varias miles de copias de p8 en [a envoltura fagica,

el tamafio de los péptidos esta limitado a seis o0 menos residuos.
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B"). Péptidos més grandes pueden presentarse <i ¢! fago estd envuelto
con una mezcla de tipo silvestre y fusionado de p8, y ésto puede hacerse con el

vector fagémido.,

El sistema fagico p3.

El sistema fagico p3 es el mas simple de los sistemas para su uso. En
este sistema es posible evitar los pasos de induccion de p3 y el uso del fago
ayudador. Rutinariamente, se construyen bibliotecas de 10® a mas de 10°
miembros, mostrando péptidos de 6 a 20 residuos. Existen dos sitios en p3 que
se pueden usar para la fusion del péptido: uno de ellos es el espaciador flexible
entre los dos dominios de p3 y el otro es el extremo N-terminal. En la mayoria de
las construcciones de fagos de fusidn, los aminoacidos exogenos son insertados
“corriente abajo” del péptido sefial de p3, y la propagacion dei fago recombinante
requiere que la proteina recombinante p3 retenga sus funciones. Cualquiera que
fuera su disefio, la secuencia codificadora insertada tiene que unir
correctamente al fragmento de la lectura correcta de ia proteina de envoltura a
los dos extremos del sitic de clonacidn, para conservar la funcién génica y, por lo

tanto, ser expresada en el virién.

28



Uso v perspectivas.

Disponer de grandes bibliotecas de secuencias peptidicas azarosas, con
cada péptido ligado a su DNA codificante, proporciona un formato conveniente
para la seleccién de ligandos que no requiere el conocimiento de la estructura de
sitic del unién, ni tampoco ninguna preconcepcién de los requerimientos
estructurales de los ligandos. Hasta ahora, ef uso mds prominente de esta
técnica de presentacion de péptidos ha sido el maneo de epilopos de
anticuerpos.

Una biblicteca de epitopos puede identificar ligandos del anticuerpo en un
antisuero complejo policlonal, independientemente de que el antigeno sea
conocido o disponible. La purificacién por afinidad con el suero de pacientes
infectados por virus, bacterias o parastos pueden identificar péptidos que sirvan
como vacunas o inmunogenos (el fago por si mismo es inmunogenico).

El desarrollo futuro de bibliotecas -de péptidos puede conducir al
descubrimiento de nuevos ligandos para muchos prbpésitos. incluyendo
identificacién de nuevos candidatos de drogas. Estos péptidos imitadores
pueden modular la accién fisiolégica de sus ligandos naturaies.

Bibliotecas de secuencias peptidicas al azar, mostradas en fago
flamentoso se pueden utilizar en la busqueda de ligandos peptidicos para
anticuerpos, receptores y enzimas.

Una aplicacioh muy atractiva serdn las bibliotecas del fago-anticuerpo:

Clones diferentes en la biblioteca de fago anticuerpo van a mostrar diferentes
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dominios del anticuerpo con diferentes especificidades. Una gran diversidad de
especificidades sera incorporada a la bib!ioteca COMo un conjunto, ya sea por la
clonacién del repertorio natural de genes de anticuerpos, o mediante la creacién
de CDR(Regiones Determinantes de la Complementariedad) al azar. Una
biblicteca de fago-anticuerpo ideal, todavia no dentro de la realidad, incluirfa
anticuerpos especificos para cualquier antigeno. La afinidad puede ser mejorada
sujetando estos clones iniciales a rondas sunsecuentes de seleccién ¢ a
mutagénesis al azar y la seleccién por purificacién por afinidad. Estos podrian
ser los anticuerpos monocionales del futuro: producidos sin necesidad de

animales o células animales en cultivo.
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OBJETIVOS.

Objetivo generat:
Identificar los amino4cidos que forman parte del epitopo de NTX que reconocen

los anticuerpos monoclonales utilizados.

Objetivos particulares,

1. Hacer un monitoreo de la biblioteca fagica obteniendo clones
seleccionados por el anticuerpo mongclonal BNTX18.*

2. Hacer ELISA, determinando la capacidad de estos clones para reaccionar
con el anticuerpo usado para su seleccidn.

3. Determinar la estructura de los clones de mayor actividad.

4. Hacer un analisis de la similitud entre ios péptidos comparandolos con
NTX, identificando una posible similitud estructural. '

5. Identificar los aminodacidos que forman parte del epitopo de NTX que

reconoce este anticuerpo.

*: Puntos 2-5: respecto a clones seleccionados con el BNTX16 y BNTX18.
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MATERIALES Y METODOS.

La primera parte de! trabajo experimental consistio en la seleccién de los
clones del fago de la bibliotéca original por el anticuerpo monoclonal mediante el
proceso de biopanning de matriz de afinidad de anticuerpos inmovilizados. Se
obtuvo el titulo de los clones obtenidos {eluido), se amplificé el eluido y los fagos
se purificaron. Esta estrategia general se repitid tres veces, usdndose en la
segunda y tercera ronda los fagos eluidos, amplificados y purificados de |a ronda
anterior (figura 8). La primera y segunda ronda se eluyeron a un solo pH. La
tercera ronda se eluyé a dos pHs distintos. Los dos eluidos de la ronda tres se
titularon y 18 colonias individuales de cada uno se aislaron de la caja por
picadura. Una vez hecho ésto, los dos eluidos se juntaron, se amplificaron y se
usaron para la cuarta ronda de biopanning en solucién. La cuarta ronda también
se eluyé a dos pHs distintos. Los eluidos también se titularon y 18 colonias de
cada uno de los eluatos se aislaron. Como resultado del biopanning se
obtuvieron 72 clones seleccionados.

Posteriormente, los 72 clones se amplificaron indivi&ualmente. Se realizo
el proceso de precipitacion del fago, para purificarlo. Del cultivo de noche para
amptificar los clones individuales también se tomd 1ml para purificacion del DNA,
el cual se uso para la determinacién de la secuencia de los clones individuales.
Luego, con los 72 clones obtenidas se realizaron experimentos de
inmunogenicidad (ELISA). Una vez determinada la secuencia individual de

amino4cidos del péptido de cada clon individual del fago y los experimentos de
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inmunogenicidad se procedié a comparar las secuencias de las clonas entre si y

con secuencia aminoacida de NTX.
Materiales.

NTX: proporcionada por el Dr. Lourival D. Possani, del Departamento de
Reconocimiento Molecular y Biologia Estructural, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autonoma de México, Avenida Universidad, 2001,
Apartado Postal 510-3, Cuemavaca, 62271 México.

10mg (iofilizado).

BNTX16, BNTX18; proporcionados por el Dr. Herion P., Departamento de
Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, “riversidad Nacional
Autdnoma de México, D. F. 04510 México.

BNTX16: 200ul, 0.67mg/ml;

BNTX18: ZbOpI, 0.87mg/mk;

Ph.D.-12 Pﬁage Display Peptide Library Kit; Biol.abs, New England, USA.
Esta biblioteca de “Phage Display” es de tipo p3: el péptido artificial de 12
residuos se encuentra unido a la regién N-terminal de la proteina 3 de la capside
del fago, hay de 1 a 5 copias por fago, no requiere de un fago ayudador para ser
infectiva. La biblioteca consiste de 2.7x10° diferentes clonés del fago, cada uno
de los cuales presenta un péptido de 12 aminodcidos diferente. La biblioteca fue
amplificada por el fabricante para obtener 10? copias de- cada clon individual

{titulo final 10" clonés).
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Medios de cultivo.

LB (Luria Bertani):
Triptona 1%; Extracto de levadura 0.5%; NaCl 1%. Para solidificar se afade
Agar 1.5%.

2xYT:
NaCl 1%; Extracto de levadura1%; Triptona 1.6%.

Agarose Top:

Triptona 1%; Extracto de levadura 0.5%; NaCl 0.5%; MgCi, 0.1%: Agarosa 0.7%.
Amortiguadores y soluciones.

TBS pH 7.5:
" NaCl 150mM 8.774g/l; TRIZMA-base 1.18g/; TRIZMA-HC! & ESQIi.
PEG/NaC 40%: |
NaCl 5M 292.2g/l; PEG (8000) 400g/.
Gel de Agarosa:
Agarosa 0.5g + 49ml H;0, se hierve y se afiade 1ml TAE 50x + 1ul bromuro de
etidio.
TAE 0.04M pH8.0 (50x):
Tris 242¢g/l; CH;COOH glacial 57.1ml/l; EDTA 0.5M 100mlA.

TBE pH8.0 (5X):
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Tris 54g/l; Acido Borico 27.5g/l; EDTA 0.5M 20mi/l.
Gel de Acrilamida al 6% para Secuenciacion del DNA:
Urea 33.6q; Stock de Poliacrilamida (40%) 11.6ml; TBE 5x 16.0ml; H;O 28.0ml.
Esta mezcla se filtra con papel filtro y se desgasifica usando el vacio local. Para
solidificar se afade a la mezcla anterior: persulfato de amonio {(10%) 640pul:
TEMED (0.1mg/pl) 164l
PBS 10x pH7.4 para hiopanning:
Na;HPQ4 6.1g/l: KH,PO4 1.9g/1; NaCl 80.0g/t; KCI 2.0g/l.
Amortiguador de foduro:
Tris-HCI pH8.0 1M 100pl; EDTA 0.5M 20mi; NaJ 6M 6.66ml; se afora a 10ml.
Amortiguador de Dietanolamina al 10% pH 9.8:
Dietanolamina 100mlfi; Cl,Mge6H,0 102mg/l; NaN; 0.40gr/l; se ajusta al pH
deseado con HCL
Amortiguadores de Elusion:
0.1M HCl-glicina, pH2.2.
0.1M HCl-glicina, pH4.
Tincion para electroforesis en geles de agarosa 5x:
2.7ml glicerina; 0,3ml 10xTBE; 50ul 20% SDS; 1,0ml 0.5m =DTA pH 8.0; 1.0ml

bromofenol azul al 1%.
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Biopanning.

Existen dos estrategias basicas que se usan para la seleccion de péptidos
presentados en fago. Una de las estrategias emplea la matriz de afinidad de
anticuerpos inmovilizados, a la cual es expuesta ia biblioteca fagica, capturando
fagos reactivos directamente en la matriz. En una aproximacién alternativa el
fago y el anticuerpo se unen en la solucién y después se recuperan los
complejos fago-anticuerpo mediante la captura de anticuerpos.

El método de biopanning es altamente especifico (péptidos no
relacionados no son seleccionados), pero no discrimina entre una afinidad
moderada (kd micromolar) y una afinidad alta (kd nanc:zlar). (Cwirla y col.,
1990)

La seleccion de péptidos en fago con una afinidad relativamente baja, al
parecer, es el resultado de una interaccion multivalente entre el fago (cinco
copias de p3} y moiéculas de IgG (dos sitios de unidn). Aunque se tienen
interécciones de baja —aﬁnidad en cada sitio, la unién multivalente conduce a una
alta aditividad y una adherencia fuerte del fago durante el lavado. Péptidos de
moderada afinidad parecen ser mas abundantes que péptidos de elevada
afinidad. Para enriquecer ligandos de mas alta afinidad, probablemente se
requiere de interacciones monovalentes entre el fago y los sitios de unién
inmovilizados. Ademas, clones de alta afinidad pueden'perderse durante la
amplificacion del fago entre rondas de biopanning. Otro factor es la existencia de

pequenas diferencias en el crecimiento del fago que alberga diferentes péptidos.
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Finalmente, 1a afinidad de' unidén de algunos péptidos puede ser influenciada,
positiva 0 negativamente, por la proteina p3 a la que ellos se encuentran
fusionados.

La primera ronda de biopanning es critica para obtener el éxito.
Comunmeﬁte, cada clon esta representado en la bit')Iioteca original por
solamente 100 unidades infecciosas (TU). Debido a que el biopanning deja
solamente 1% del fago fuertemente unide, muchos clones capaces de unirse se
representan {si lo serian ) por Qnico TU. Es por eso que se usa una cantidad
grande de anticuerpo en la primera ronda. Cominmente solo una ronda de
biopanning no es suficiente para purificar clones que se unen de una biblioteca
grande y compleja, Consecuentemente, fagas del primer gluido se usan para la
siguiente ronda después de la amplificacion. Usando sustancialmente menos de
4pmol de anticuerpo en la segunda ronda de biopanning, es posibie establecer
competencia entre clones que se unen, lo que potencialmente incrementa la
discriminacion.

El proceso de enriguecimiento de clones unidos puede seguirse por la
titulacion de entrada y salida de fa segunda y subsecuentes rondas de
biopanning. La entrada de cada ronda es el eluido amplificado de la ronda
anterior. La primera ronda de biopanning puede enriquecer el fago seleccionado
por el factor de 10° respecto al fago no reactivo; el enriquecimiento posterior se

hace mediante siguientes rondas de biopanning.
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Micropanning es la versién miniatura de biopanning destinada a checar la
purificacidon por afinidad de muchos clones individuales. La positividad de los

clones se ve dependiendo del titulo de cada clon.

Biopaning de matriz de afinidad de anticuérpos inmovilizados:

1. Preparar solucién de anticuerpo monoclenal BNTX16 100pg/mi en PBS1x.

2. Poner 50p| de anticuerpo monocional BNTX16/PBS por cada uno de los 6
pozos, cerrar placa con parafim e incubar toda fa noche a 4°C en agitacién
suave en camara humeda en cuarto frio.

3. Vaciar cada pozo con micropipeta recolectando el anticuerpo monaclonal
BNTX16 en un ependorff(tubo para microcentrifuga) para reutiiizario en ELISA.
4. Bloquear cada pozo con 350ul de PBS1x/BSA1%, tapar con parafim e
incubar una hora a 37°C.

5. Vaciar cada pozo.

6. Lavar cada pozo 6 veces de 3 min con PBS1x/tween20 0.5%, 200u! por pozo.
7. Afadir la biblioteca del fago 1.0p| en total en PBS1x + BSA0.1%, 100pul por
pozo e incubar 2 horas a 4°C en cuarto frio con agitacién m'uy suave.

8. Retirar el fago con micropipeta de cada pozo, recolectar y matar de inmediato
en NaOH o autoclave.

9. Repetir paso 6 con la solucion en hielo.

10. incubar cada pozo con 350u de PBS1x/BSA0.1% (esta solucion debe de
estar en hielo) durante 30 min a 4°C en cuarto frio sin agitacion.

11. Retirar el sobrenadante con pipeta y desechar en NaOH.
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12. Repetir paso 6 con la solucidn en hielo.

13. Eluir el fago con 0.1M glicina/HC! pH2.2 en 1mg/ml BSA0.1%, 100ul por
pozo, incubar a temperatura ambiente durante 8-10 min.

14. Recolectar rapido todo el sobrenadante y neutralizar con 35ul de 2M Tris-
base.

15. Eluir el fago con 0.1M glicina/HCI pH4 en 1mg/ml| BSAD.1%, 100! por pozo,
incubar a temperatura ambiente durante 9-10 min.

16. Repetir paso 14.

Esta estrategia general se repitio 3 veces, usandose en la segunda y tercera vez
los fagos eluidos y amplificados del biopanning anterior. L.as concentraciones de
anticuerpo mon;acional en la segunda rondas fue de 1pg/ml y en la tercera ronda

0.1pg/ml.

Bionanning en solucién:

1. Trarsferir 50ul de proteina A-aga-{osa {suspensién acuosa al 50%) a un
ependorff. Adicionar 1mt de TBS1x/Twean20 0.1% (TBST). Resuspender la
resina mezclandola bien.

2. Precipitar la resina por centrifugacion a 4000rpm durante 30seg. Quitar
cuidadosamente el scbrenadante con pipeta.

3. Resuspender la resina en 1mi de amortiguador de bloqueo e incubar durante
1hora a 4°C. Mezclar ocasionalmente.

4. Mientras, diluir 1.5x10"" viriones fagicos (10ul de la biblioteca original} y 300ng

de anticuerpo monoclonal en TBST hasta el volumen final de 200ul. La
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concentracion final del anticuerpo es 10nM. Incubar a temperatura ambiente 20
min.

5. Terminando la reaccién de bloqueo, precipitar la resina como en el paso 2 y
favar 4 veces con 1mi de TBST, precipitando la resina cada vez.

6. Transferir la mezcla de fago-anticuerpo al ependorff que contiene la resina
lavada. Mezclar suavemente e incubar a temperatura ambiente 15 min,
mezclando ocasionalmente.

7. Precipitar la resina como en el paso 2, quitar el sobrenadante, y lavar 10
veces con 1mlde TBST.

8. Eluir el fago suspendiendo [a resina en 1mi de 0.1M Glicina-HCI pH2.2/1 mg/fmi
BSA. Incubar 10 min a temperatura ambiente.

9. Centrifugar la mezcla de elusién 1min a 4000rpm. Cuidadosamente transferir
el sobrenadante a un eppendorf.

10. Neutralizar el eluido con 150u! de 1M Tris-HCI pH9.1.

11, Eluir el fago suspé_ndiendo la resina en 1ml de 0.1M Glicina-HCI pH4/1mg/mi
BSA. Incubar 10 min a temperatura ambiente.

12. Repetir paso 10.
Titulacidn.

Tomar el fago del stock(solucion base) sin células.

1. Poner 1ml de LB en cada uno de los tres tubos ependorff.
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8.

9.

Nota

Hacer tres diluciones de fago 1:1000 (tomar 1ul del eppendorff anterior y
mezclar en vortex con tml del medio LB).

Poner 4ml de Agarose Top en iubo cénico desechable a la temperatura
de 47°-48°C.

Tener cajas Petri con LB agar a temperatura de 37°C.

Mezclar 1u! del fago con 200pl de cultivo de nocne fresco de XL-
blue(E.coli).

Infeccién 3 min.

Solidificar 10 min,

Incubar a temperatura 37°C toda la noche.

Calcular el titulo del fago en la manana.

:titulacion después de paning se hace en medio LB sdlido y X-gal (inductor:

IPTG 23mg/ml en H;0, se toman 10ul por caja; tincién; X-gal 40mg/ml en Dimetil

formamida, se toman 20-30ul por caja).

Aislamiento de los clones:

Después del proceso de biopanning se procedié a seleccionar 10 clones

individuales del fago de los dos eluidos de ia ronda tres y cuatro. Los clones se

aislaron de las cajas de Petri que se prepararon para la titulacion.
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Ampiificacion.

1. Sembrar 2 0 3 colonias de cultivo de ER-2537(E.Coli) en 40-50ml de 2xYT.

2. Dejar crecer toda la noche en la incubadora microbiologica a 37°C, con
agitacion de 200rpm.

3. En la mafiana diluir el cultivo 1({células/medio): 100{medio estéril) en 2xYT.

43, Poner en cada probeta estéril 3ml de! medio preparado. Con la punta estéril
sacar una colonia de la caja o 10ul de la clona individual y depositarla en la
probeta.

4b. Poner el eluido al medio preparado.

5. Crecer 4,5 horas a 37°C, 200rpm.
Purificacion de DNA:

S8 forma:
1. Tomar el material amplificado. Centrifugar las células del fago 2-3 min a
13000rpm. Transferir 1ml del sobrenadante a un ependorff limpio.
2. Anadir 400ul del PEG/NaCl 40%. Mezclar bien y dejar 10 min a
temperatura ambiente. |
3. Centrifugar 10 min a la misma velocidad y retirar el sobrenadante con
vacio.

4. Centrifugar 15seg y retirar el sobrenadante con vacio.
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5. Resuspender el boton en 100 pl de amortiguador de loduro. Afadir 250ul
de etanoi absoluto y mezclar. Incubar 10 min a tempe:atura ambiente.

6. Centrifugar 10 min, retirar el sobrenadante con vacio. Afiadir al boton se
le adade 400l de etanol al 70% e inmediatamente (sin mezclar)
centrifugar 3-4 min a la misma velocidad. Retirar el sobrenadante con
vacio. Ei boton se deja secar al aire durante 15 min.

7. Resuspender el boton (DNA} en 20u} de agua.

Las bandas de DNA de clones individuales se verifican mediante una
electoforesis en gel de agarosa.

La cantidad minima del DNA gue se puede apreciar cuando un gel es
fotografiado (tincién con bromuro de etidio) es de 2ng teﬁiendo fa anchura del
pozo de 0,5cm. Por lo regular a cada pozo se debe poner de 0,2-0,5
microgramos del DNA.

El DNA se visualiza exponieﬁdo las muestras teidas con bromuro de
etidio a la luz ultravioleta. Este colorante contiene un grupo planar que se
intercala entre las bases del DNA. Los rayos ultravioleta, absorbidos por el DNA
a 260nm se transfieren al colorante (o los mismos rayos absorbidos por el
colorante en la longitud de onda de 300 y 360nm), son devueltos en la zona roja-
anaranjada del espectro visible {590nm). El bromuro de etidio puede ser usado
para |a identificacidn de &cidos nucléicos de dos y una cadena (tanto DNA como

RNA). La afinidad del colorante por e! acido nucléico de una sola cadena es
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mucho menor que por el de doble cadena, por lo que la fluorescencia en el
primer caso es mucho menor.
Nota: bromuro de etidio es fuertemente mutagénico. Todas las manipulaciones

de geles y soluciones que lo contienen deben ser realizadas con guantes.
Determinacién de la secuencia.

Método de Sanger:

Se usan 2’3'-didesoxinucledtido trifosfatos (ddNTP), que difieren de los
sustratos desoxinucledtidos de la sintesis del DNA por sustitucion del grupo
hidroxilo en 3' por un hidrégeno. Los didesoxinucleotidos son reconocidos por la
DNA polimerasa y son adicionados en el extremo 3’ de la cadena de
crecimiento. Pero como estos nuciedtidos carecen de un grupo hidroxilo en 3',
no pueden tener lugar las adiciones subsiguientes de nucigétidos. Por tanto, su
incorporacion hace que termine el crecimiento de la cadena de DNA. Cuando se
incluye un nivel bajo de un didesoxinucleétido en particular en una reaccion de
sintesis de DNA ocasionalmente serd incorporado en lugar del dNTP
correspondiente y asi ocasiona la terminacién. La longitud del fragmento
resultante de DNA indiéa la posicién en donde el nucledtido correspondiente
deberia haber sido incorporado.

El DNA que va a ser secuenciado se prepara como moléculas de una sola
cadena y se mezcla con un corto oligonucleotido complementaric del DNA. Este

oligonucledtido acta como un cebador para la sintesis del DNA catalizada por la
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DNA polimerasa. El material oligonucleétido - cebador se divide entonces en
cuatro tubos de reaccién separados. Cada tubo recibe un exceso de las cuatro
moléculas no radioactivas de dNTP y una pequefia cantidad de uno de los
cuatro ddNTP radioactivas. Las cadenas nuevas recién sintetizadas de cada
reaccion de secuenciacion se someten a electroforesis en lineas adyacentes del
gel de secuenciacion, en donde los fragmentos se separan por tamafios
moleculares. Se visualiza por autorradiografia. Dado que cada nucleétido de la
cadena de DNA es el extremo 3' de un solo fragmento', la secuencia de la

molécula de DNA entera, se puede leer del gel.

Secuenciacion del DNA:

1. Poner las bases2,5ul por tubo y guardar en congefacion. Se usan
ependorff de 500!, estériles.

2. Hacer anealing:

Ptasmid reaction buffer 2pl

Primer 1pl

DNA 10pl

Incubar 2 min a 70°C y dejar enfriar en temperatura ambiente hasta 36°C.
3. Mientras se enfria, preparar la mezcla:

Lab mix 0.5ul

DTT 1.0pl

Mn amuortiguador 1.0yl

H20 0.5ul
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S*L ATF (5uCi) 0.5ul
Enzima 2.0pl
Cantidad de cada uno de los componentes se tiene que multiplicar por 5 que es
el niimero de clonés a secuenciar.
Antes de afnadir la enzima a la mezcla, centrifugar la mezcla durante 5 seg, asi
como el DNA con primer (paso 2}.
4. Poner 5.5ul de la mezcla (paso 3) a cada clon de DNA con primer {paso
2} con 1 minuto de diferencia. Incubar 5 min a 37°C.
5. Posteriormente afadir 4.5ul de la mezcla anterior {paso 4) a cada base y
incubar por 5 min mas a 37°C.
6. Terminar la reaccién afiadiendo 4ul de “stop solution”. Los ependorffs con

reaccién se guardan a -20°C.

Para conocer la secuencia del injerto peptidico de los cloneé se aplican las
reacciones a un gel de poliacrilamida.
| Nota: la acrilamida es muy téxica; se debe de trabajar con guantes y
madscara (penetra a través de la piel muy rapido).
Una vez que el gel ha solidificado y ha sido colocado, es importante lavar
los pozos con el amortiguador para electroforesis; de modo contrario las bandas
del gel no seran claras y rectas. Se puede aplicar hasta ‘| microgramo del DNA

al pozo de tamafo de 0,5x0,2cm.
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ELISA:

Obtencidn de clones para ELISA:

1.

2,

Centrifugar el cultivo con fago 10 min a 10000rpm 4°C.

ARadir ¥4 parte del volumen de PEG/NaCl 40% al supernadante, dejar en
hielo 60 minutos o en el refrigerador toda 1a noche.

Centrifugar 15 min a 10000rpm 4°C,

Precipitado resuspender en 50ul de PBS1x/NaN; 0.02%. Esperar 20min.
Centrifugar 2 min a 10000rpm a 4°C,

Trasladar el sobrenadante (fago) a un ependorif limpio.

Purificacion parcial del fago para ELISA:

1.

Centrifugar 1 min a 13000rpm. Pasar sobrenadante a otro tubo. Afadir
150ul de PEG/NaCl 40%. Mezclar bien y precipit%r toda la noche en
refrigeracidn, -

Centrifugar 15 min a 13000rpm a temperatura ambiente o a 4°C.

Quitar sobrenadante.

. Resuspender e boton en 110pl de NaCl 0.15M.

Centrifugar durante 1 min a 13000rpm.

Tomar 100ul de sobrenadante y pasario al otro tube.
Agregar 11pl de acido acético 1M.

Incubar 10 min a temperatura ambiente.

Incubar 10 min en hielo.
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10. Centrifugar 30min a 13000rpm a 4°C.
11.Quitar todo el sobrenadante.

12.Resuspender e} boton en 50ul TBS 1x.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) es un ensayo
extremadamente sensible que pude usarse para detectar pequefias cant'idades
de anticuerpos o antigenos. El método en su forma mas simple comprende la
unién del antigeno a una superficie fija, usualmente placa de microtitulacion, por
carga electrostética. La sustancia a revisar, conteniendo anticuerpos es afadida
a la fase sélida y puede unirse at antigeno en 1a superficie de la placa. Todo el
material que no se unio se lava, y la cantidad del anticuerpo unido a la placa es
determinado al afadirse un segundo anticuerpo que es especifico para la
especie y clase de inmunoglobuluna checada ligado a una enzima. La cantidad
del anticuerpo ligado a la enzima se determina al afadir una sustancia
cromogénica {(sustrato de la enzima). Existen muchas variaciones de ELISJ{\.

Las ventajas del uso de ELISA son:

1. Es muy sensible y puede ser muy especifica.

2. Es independiente de fas funciones bioldgicas del anticuerpo (en contraste

a la fijacion del complemento, ensayos de hemaglutinacién vy
neutralizacion).

3. Una cantidad grande de ensayos puede hacerse simultaneamente.

4. Se usa una cantidad pequefia de reactivos por lo que es relativamente

barato.
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5. El substrato puede ser escogido de acuerdo al equipo disponible.

6. La flexibilidad del ensayo permite adaptarlo a casi cualquier situacién.

ELISA del fago:

1. Poner 10°10'" del fago por pozo en 100ul de PBS1x/BSA 50ng/pozo y
incubar durante toda la noche a 4°C.

2. Retirar el contenido de los pozos y lavar § veces 4 min cada uno con
PBSix/itween20 0.3% , 150 ul por pozo.

3. Bloquear durante 1 hora a 37°C , 100yt por pozo de PBS1x/BSA1%.

4. Repetir paso 2.

5. Agregar el anticuerpo monoclonal en una concentracion 1ug/ml, 100p! por
pozo en PBS1x/BSA 0.2%/Tween20 0.2%. Incubar durante 1 hora a
37°C.

6. Repetir paso 2.

7. Poner el anticuerpo secundario congugado a fosfatasa alcalina diluido a
1:1000 en PBS1x/BSA 0.2%/Tween20 0.2%. Afadir 100p! por pozo y
incubar durante 1 hora a 37°C.

8. Repetir paso 2.

9. Poner el sustrato de fosfatasa alcalina (p-nitrosofer;il fosfato), 100ul por
pozo. Son 2 pastillas en 10ml de amortiguador de dietanolamina al 10%
pH9.8. La absorbencia se lee a 405nm con un diferencial de 630nm a

tiempos de 10 y 30 min.
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RESULTADOS.

Los resultados del presente trabajo comprenden dos partes: 1. obtencién
y analisis de los clones purificados con el BNTX16; y 2. analisis de los ciones

purificadas con el BNTX18.
Clones seleccionados por medio de monitoreo con el BNTX16:

Se empezd con !a realizacién de un biopanning con el anticuerpo
monoclonal BNTX18. Las concentraciones de BNTX186 fueron 100pg/mi, 1pg/mi,
0.1pg/ml y 30ng/ml en la primera, segunda, tercera y cuarta ronda de
biopanning, respectivamente. Las primera, segunda y tercz:z rondas se hicieron
por biopanning en matriz de afinidad de anticuerpos inmovilizados y la cuarta
ronda se hizo por biopann_ing en solucion de proteina A-agarosa (suspension
acuosa at 50%). Para fa p.rimera ronda se tomaron 10ul de la biblioteca original
Ph.D-12 en PBS1x/BSA0.1%. Para las rondas subsecuentes se tomaron los
eluidos amplificados de la ronda anterior. Las elusiones se hicieron con la
solucion de 0.1M HCl-glicina a pH que varia de acuerdo al eluido. Las
neutralizaciones siempre se hicieron con la misma solucién de 1M Tris-HCI pH
9.1. La primera y la segunda ronda de biopanning se eluyd a pH2.2. La tercera
ronda de biopanning se eluyo a dos pHs: primero pH4.4 y después pH2.2. La

cuarta ronda también se eluyd a dos pHs: 4y 2.2.
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Tabta1. Titulos de los eluidos sin amplificar y amplificados de las cuatro rondas
de biopanning con el BNTX16.

Numero de ronda Titula de eluido {ml) Titulo del elvido
amplificado {ml)

] _ 1.5x10° 5x10™*

0 2.5x10° 5x10%

i pH2.2: 1.6x10° 2.7x10" (los dos eluatos
pH4.4: 3.3x10° juntos)

Y pH2.2:1.6x10°
pH4.0: 5.8x10° ]

Nota: todos los eluidos de las cuatro rondas del panning se titularon en cajas
Petri con medio LB solide y X-gal (inductor iIPTG).

Soélo se obtuvieron los clones individuales de los eluidos A= 1a ronda tres y de |a
ronda cuatro de los dos pHs cada uno. Por cada eluido y cada pH se obtuvieron
por picadura 18 clonas. Como resultado del panning se obtuvieron 72 clones
individuales purificados por afinidad. Estos clones se amplificaron
individualmente. Parte de este material amplificado se ocupd para SS forma, y
otra parte para la purificacion de los clones. La calidad de SS forma se
comprobé mediante electroforesis en gel de agarosa. Para inferir el titulo de 72
clones, una vez purificadas después de la amplificacién, de cada uno de los dos
pHs de la ronda tres, se tomaron tres clones al azar y para cada uno de los dos

eluidos de la ronda cuatro, se tomaron dos clones al azar, para titular.
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Tabla 2. Tiitulo de clones de los eluidos de la ill ronda (pH2.2 y pH4.4) y de la IV
ronda (pH2.2 y pH4.0) de biopanning con el BNTX186.

Ronda de panning Total de clones obtenidas | Titulo de clonas
seleccionadas al azar
(ml)

lr,pH 2.2 18 3¢k 1.2x107%
gcl: 9.4x10"!
15¢l: 1.3x10"

(lir, pH4.4 , 18 B¢l 3.7x10™%
11cl: 2.4x10"%
16¢t: 4x10'"?

IVr, pH2.2 18 8cl: 2.2x10'%
16¢t: 1x10"

tvr, pH4.0 18 4cl: 9.4x10°%

8ck 1.2x10"

Se realizaran ELISA con todos los clones de los cuatro eluidos. Cada clon
se probé por duplicado y los resultados que se muestran son el promedio de los
dos valores. Se ponen 10%10'" clonés de fago, por pozo. La concentracion del
anticuerpo monocional BNTX16 es 1ug/ml. El anticuerpo secundario anti-lgG de
ratén conjugado a fosfatasa alcalina se diluyo 1:1000. Para el sustrato de la
fosfatasa alcalina ({p-nitrosofenil fosfato) se pusieron 2 pastilias en 10mi de
amortiguador de dietanolamina al 10% pH9.8 y la absorbencia se ley6 a 405nm
con un diferencial de 603nm a tiempos de 10 y 30 min. En los resultados sélo se
muestra el Gltimo tiempo.

Una vez obtenidos los resultades de ELISA se seleccionaron los clones
para determinar la secuencia la que se obtuvo.

Nota: Los valores de la absorbencia de los clones de todas las ELISA

estan ordenados de mayor a menor,
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Tabla 3. ELISA con clones 1-18 pH2.2, ronda 1| de biopanning con el BNTX16.

Antigeno Anticuerpo Anticuerpo Absorbencia
primario secundario 405 nm

NTX 0.5ug/ml BNTX16 Anti- IgG de raton | 2.650

Cl12 -ff- -fl- D.121

Ci1 -fI- -1l- 0.12

Ci13 -H- -l- 0.12

cti8 - -l- 0.116

cls -/l- -f- 0.115

Cl5 -ff- -1~ 0.115

CcH4 -I- /- 0.110

Ci -Ii- -if- 0.109 ]

Cli3 -Ii- -i- 0.109

Cl4 -H- -fl- 0.108

Cl10 -fi- -il- 0.107

Cii5 /- - 0.107 B

Cl2 - -ff- 0.106

Clo -#l- - 0,104

Ch7 -/f- -1~ 0.102

Ci3 -ff- - 0.100

Cl7 -fl- -1f- 0.087 _

Ci16 - -fi- 0.096 ]

Tabla 4. ELISA con

clones 1-18 pH4.4, |

Il ronda de biopanning con ef BNTX16.

Antigenho Anticuerpo Anticuerpo Absorbencia
primaria secundario 405 nm
NTX:0.5ug/ml BNTX18 Anti~IgG de raton | 2.664
Cl4 -1- - 0.395
ch7 -I- -l 0.323
Cc113 -Hi- -f- 0.308
Cl2 /- -l 0.296
Cii4 -/- -H- 0.287
Ci8 -If- -i- 0.259
Cl5 -l -1/- 0.254
Ci15 -l -fi- 0.248
Ci8 -il- -Ii- 0.229
Ci16 -fl- -fi- 0.215
Cl2 -l -f- 0.212
chio /- -fi- 0.212
ci7 -f- -i- 0.198
Ci3 -H- -/l- 0.197
TBS -fi- -ff- 0.182
Ci -ff- -fI- 0.180
Cig | - -If- 0.178
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PhD1*' -1 -fi- 0.164
cl9 -1- -fl- 0.161
ch1 -if- -li- 0.145

*T- phD1 es un clon escogido al azar de la biblioteca original mediante siembra
en caja y recuperacion por picadura.

Tabla 5. ELISA con clones 1-18 pH2.2 y 1-18 pH4.0, IV ronda de biopanning con

el BNTX16.

Antigeno Anticuerpo Anticuerpo Absorbencia
primario secundario 405 nm
NTX:0.5pg/ml BNTX18 Anti-ligG de raton | 2.616
PhD1 -lf- - -l 0.254
PBS/0.3%Tween -1 -f- 0.245
Cii3 pH2.2 /- - 0.240
Cl1 -Hi- -If- 0.236
Cl15 -I- L 0.229
cn7 -I/- -H- 0.212
Cii4 -l -H- 0.198
Cl18 -H- -/ 0.198
cna -1l -1i- 0.197
Ci8 -1l -1l- 0.196
Cl10 -l- -If- 0.181
cn /- -Hf- 0.176
Ci2 -1} -l- 0.170
cl9 -fi- M- 0.166
Cili8 -I- -H- 0.160
Ci5 -f/- - 0.158
Cl3 - -ff- 0.152
Cl6 -//- -H- 0.147
Ci7 -/l- -i- 0.145
Cl4 -fl- -If- 0.136
Cl8 pH4.0 -1J- -l 0.260
ci7 -/l- -fi- 0.249
cie -ff- -l 0.247
Ci4 -1l -li- 0.238
Cl16 -1l -Ii- 0.237
Cis -ff- -fl- 0.234
cI7 -ll- -fI- 0.233
CI5 -1 I/ 0.231
Cle -i- -fi- 0.226
CH1 -/i- -fl- 0.225
ci9 -li- -l 0.220
Cl12 -1 -l 0.220
Cl13 -il- -If- 1 10.218
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CI3 -If- -ll- 0.213
Cl10 -1}- -/i- 0.211
c12 -lf- -1- " 10.188
Cci -l -1- 0.173

Figura 9. Secuencia de los clones de pH2.2 seleccionadas de la 1V ronda de
biopanning con el BNTX16.
8cl: T-M-G-F-T-A-P-R-F-P-H-Y

17cl: G-T-P-P-M-§-P-L-V-8-R-V

Figura 10. Secuencia de los clones de pH4.0 de 1a IV ronda de biopanning con el

BNTX16.

4cl: W-H-W-Q-H-T-P-W-W-R-C-W
8cl: G-T-P-P-M-S-P-L-V-S-R-V
15¢lh: N-T-T-T-T-T-V-V-8-T-L-L

18cl: S-V-5-V-G-M-K-P-S-P-R-P
17ck G-T-P-P-M-5-P-L-V-3-R-V

Clones seleccionados de la biblioteca por medio de monitorec con el
BNTX18:

En nuestro laboratorio se obtuvieron, por medio de biopanning, los clones
purificados con el anticuerpo monoclonal BNTX18. Los clones se aislaron de los
eluidos de 1a ronda tres y cuatro. La ronda tres se eluy¢ 7 nH2.2 y se aislaron
101 clones. La ronda cuatro se eluyo a dos pHs: 4.0(18clones) y 2.2(17 clones).

Como resultado del panning se obtuvieron 136 clones purificadas por afinidad.

56




Los clones obtenidas se amplificaron individualmente, y el material
amplificado se usé para la purificacién de los clones y para el aislamiento de S8
forma. También se realizaron ELISA con todos fos clones y se determind la

secuencia de los clones escogidos.

Tabla 6. ELISA con clones 1-25 pH2.2, 1ll ronda de biopanning con el BNTX18.

Antigeno Anticuerpo .| Anticuerpo Absorbencia
rimario secundario 405 nm
C123 BNTX18 Anti-lgG de raton | 0.692
cl4 JI- -j1- 0.362
Cl2 -l/- -iI- 0.331
G120 -f}- -1l 0.276
Ci5 -~ -f/- 3178
Cl7 -f)- -H- 0.132
CH -H- -1l 0.122
Clz25 -f/- -fl- 0.113
Cl6 -if- -if- 0.111
Ci2 /- /- 0.102
Cl3 -Il- - 0.100
Cl8 -if- -f{- 0.100
Cl19 -1l -1l- 0.099
Ci1 -1i- -l 0.097
CI24 -fl- g2 0.096
Cl9 -11- .-l 0.095
Ci6 -//- -f- 0.094
Cl18 -If- -1f- 0.083
Ci22 -If- -fl- 0.093
cl14 -fl- -if- 0.092
Cch3 -f}- -fl- 0.089
Cl10 -if- -If- 0.089
Ci21 -if- -fi- _10.085
Cl15 -Hi- -il- 0.088
Ci17 -If- -1l- 0.086
PhD1 -Hf- -I- 0.081
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Tabla 7. ELISA con clones 26-55

H2.2, 1ll ronda de biopanning con ef BNTX18.

[ Antigeno | Anticuerpo primario | Anticuerpo Absorbencia 405
secundario nm
Ci28 BNTX18 Anti-lgG de raton | 0.371
Cl36 -Il- -fi- 0.247
Cis0 -if- -f- 0.235
Ci31 -/i- -if- 0.233
PhD1 -1l -If- 0.175
Cl49 -f- -Il- 0.147
CI35 -fi- - 0.139
Cl46 -H- -1l 0.110
Cl47 -fi- -~ 0.097
Ci55 -f- - 0.094
Ci32 -ii- -Il- 0.082 |
Cl33 -ff- -H- 0.080
Cl43 -H- -li- 0.089 j
Ciz27 -fi- -ff- 0.087 ]
Cl54 -Il- -/~ 0.087
Cil44 -Hi- -1- 0.087 ]
Cl45 -f{- -1- 0.086
Cis2 -1l -if- 0.085
Cid0 - -l 0.084
Ci51 -li- /- 0.084
130 -if- -i- 0.084 ]
CI37 -f- -Il- 0.084
Ci34 -l- -f- 0.082
C138 M- -fl- 0.082
Cl42 -1l -l 0.080
Cl41 -H- -If- 0.080
Ci26 -l -1l 0.076
Cla9 -H- -li- 10078
Cla8 -1l -I- 0.074
Ci2g -#- -I- 0.073
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Tabla 8. ELISA con clones 56-101 pH2.2, Ill ronda de biopanning con el

BNTX18.
Antigeno Anticuerpo Anticuerpo Absarbencia
primario secundario 405 nm
NTX:0.5ug/ml BNTX18 | Anti-IgG de raton | 2.707
Cl61 -ll- -Il- 1.395
Cig0 -Il- -fl- 1.008
Cigs -I- -fi- 0.658
Ci98 -fl- -fi- 0.597
C158 -fI- -Hl- 0.550
Cclg1 -fI- -ff- 0.472
Ci59 -H- -l 0.459
cl78 -I- -li- 0.35
Cl62 -H- -f- 0.348
cl79 -If- -H- 0.329
CI56 -fl- -ll- 0.311
Cl95 -H- -ll- 0.308
Ci94 -fi- - 0.303
188 -f/- -fl- 0.294 B
Cl70 7 - 0.29 )
CI96 -1l -fi- 0.282
CIM01 -li- -ff- 0.273
Ci86 -1l- -1l- 0.272
C193 -1f- -fl- 0.263
Cl191 -1l -4f- 0.261
Cla0 -fl- -l- 0.256
cl77 -Ii- -/l- 0,252
CI83 -I- " f- 0.251
Clg7 -I- -li- 0.246
CI57 -1i- -Hi- 0.244
Cig2 -/i- -ff- 0.236
Ci76 -1l- -fl- 0.236
Cig7 -f/- -iI- 0.233
| C1100 -fl- -H- 0.231
Ccia2 -/l -l- 0.229
Cig9 -1i- -{l- 0.226
Cl72 -ff- -f- 0.216
Cl63 -/i- -I}- 0.215
Clg4 -ff- -f- 0.214
Ci71 -1l- -l 0.214
Cls7 -fl- -ff- 0.212
Ci75 -li- -ll- 0.212
Clg9 -1l- -If- 0.21
Cl190 -{/- -1l- 0.208
Ccig4 -1 -l- 0.206
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Cl68 -ii- -il- 0.203
Cl85 -ff- -#- 0.189
Ci73 -H- I~ 0.196
Cl69 -I- -i- 0.193
Cli74 -1l- -fl- 0.192
Clg6 -H- - 0.191

Tabla 9. ELISA con clones 1-17 pH2.2 y 1-18 pH4.0, 1V ronda de biopanning con

el BNTX18.
Antigeno Anticuerpao Anticuerpo Absorbencia
primario secundario 405 nm
NTX: 0.5ug/mi BNTX18 Anti-lgG de raton | 2.707
Ci14 pH2.2 -H- -It- 0.246
Ci1 -li- -Hi- 0.223
cl4 /- -l 0.222
Cl7 -ff- -if- 0.219
ci3 -Ii- -If- 0.218
Ci17 -4 -H- 0.218
[of ] -l -li- 0.214
Cl5 -1I- -li- 0.209
cI2 -1i- -If- 9.206
ch12 -i- -f- 0.193
Ci13 -#/- -Al- 0.192
Cl15 -1l- -lf- 0.184
Cl16 -1l- - 0.173
Cl6. -H- -li- 0.157
Ci8 -Ii- -If- 0.155
Ci10 -1f- -l- 0.144
ci -H- -Ii- 0.135
Ci2 pH4.0 -i- -fl- 0.258
cl3 -Il- -Ji- 0.248
CI7 -/- -/l- 0.221
Ci15 -/l- -f- .0.215
Cl15 -If- -1I- 0.195
ch3 -fl- -fl- 0.177
cig -JI- -Ji- 0.172
Cl4 -H- -I- 0.170
CH -ff- ~ff= 0.17
Ci11 - -1~ 0.168
Clg - -/l 0.163
Cle -li- -I- 0.161
Cl14 -fl- i 0.155
Ci12 /- L 0.154
Cl18 -fl- -1~ 0.153
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Cle -/l : -fl- 0.143

cn1o -I- -/l- 0.140

Cci7 -1i- -l- 0.138

Figura 11. Secuencia de clones de pH2.2 de Ia lll ronda de biopanning con el

BNTX18.
1cl: H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
2¢l: F-N-S-S-H-S-L-L-R-R-P-P
4cl: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
50l: G-P-E-Q-L-L-F-L-R-P-F-P
6cl: A-P-M-H-K-A-L-W-V-Q-P-G
7el: Q-M-L-N-R-L-S-E-L-N-G-M
8cl: H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
gel: K-L-A-Q-T-F-P-Q-V-L-L-A
10cl: H-W-S-H-A-F-M-S-V-W-G-M

il Y-R-W-W-P-F-Q-V-K-P-S-A
12cl: H-T-N-L-P-Q-A-L-W-G-M-Q
14ck; S-L-V-E-L-P-S-P-P-M-L-A
16¢l: T-8-F-T-G-W-W-N-L-M-A-R
19cl: T-A-S-T-L-H-K-T-L-F-G-M
20cl: Y-V-G-P-L-T-Q-T-L-Y-G-M
22¢l: S-F-A-A-S-E-P-D-R-A-R-T
23¢l: S-L-P-R-V-Y-Y-E-I-F-G-A
24cl: A-M-S-P-R-M-D-G-K-V-F-A
25¢k; H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
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28¢l:

3clk:
33cl:
35cl:
36¢l:
46cl:
47¢l;
50cl:
56ct:
57cl:
60ct:
61cl:
63cl:
65¢ck:

78¢cl:

83c¢l:

84cl.
86c¢l:

91cl:

S-L-P-R-V-Y-Y-E-}-F-G-A
H-T-N-L-P-Q-A-L-W-G-M-G
N-Q-L-I-A-S-L-$-P-R-V-D
Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
H-N-N-Q-R-L-M-L-Y-G-M-H
TL-N-W-P-P-T-L-W-G-M-H
Y-H-W-W-Q-F-Q-M-K-H-S-A
S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
K-L-A-Q-T-F-P-Q-V-L-L-A
$-Y-F-5-Q-Q-P-Q-Y-S-K-L
S-L-P-R-V-Y-Y-E-I-F-G-A
S-L-P-R-V-Y-Y-E-I-F-G-A
S-F-A-A-S-E-P-D-R-A-R-T
S-L-P-R-V-Y-Y-E-I-F-G-A
N-S-V--G-C-R-T-Q-8-C-D
R-F-P-W-F-F-H-E-S-S-H-S
Q-1-R-T-L-P-I-Y-8-L.-Q-S
W-W-Q-F-P-W-P-P-Y-T-S-V

Y-V-G-P-L-T-Q-T-L-Y-G-M
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Figura 12. Secuencia de los clones de pH2.2 de la Iv ronda de biopanning con el

BNTX18.

11cl: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
12!; §-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
13cl: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
14cl: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
15¢!: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M

Figura 13. Secuencia de los clones de pH4.0 de la IV ronda de biopanning con

el BNTX18.

4cl: Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
5cl: H-N-N-Q-R-L-M-L-Y-G-M-H
8ch Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
11ck: Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
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DISCUSION.

Los métodos tradicionales de obtencién de anticuerpos y antigenos, que
se basaban en procedimientos costosos, que usaban lineas celulares
especializadas y animales, Gltimamente se han ido sustituyendo por una
metodologia mas eficiente, rapida y econémica basada en la Ingenieria
Genética. Uno de estos métodos aprovecha la capacidad de los fagos
filamentosos de expresar en su superficie proteinas y péptidos ajenos a ellos
mismos. Debido a que los fagos son uno de los mejores wertores moleculares
para la clonacién simultanea de muchos genes diferentes, ellos se pueden usar
para la construccion de bibliotecas de epitopos reales o potenciales (como
mimotopos).

En el presente trabajo se utiliza la capacidad de estas bibliotecas para
ser reconocidas de manera especifica por anticuerpos,

El proéedimiento para el mapeo de epitopos por el método de "Phage
Display” impli'ca: biopanning, amplificacién, ensayo para colonias positivas
(ELISA), aislamiento del DNA, secuenciacién y comparacién de las secuencias.

Una ventaja importante de los péptidos al azar sobre péptidos especificos
como, por ejemplo, en el método de fragmentacion del antigeno, es que el
primero no sélo localiza el epitopo en la secuencia antigénica, pero también se
puede inferir qué residuos de aminoacidos son mas importantes para la unién

del anticuerpo.
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La gran mayoria de los epitopos son conformacionales, con una compleja
estructura estérica, que puede variar bajo diferentes condiciones fisicoquimicas
y durante la unién con el anticuerpo. Lo anteriormente mei:\cionado hace que la
identificacién de los epitopos conformacionales sea mucho mas dificil que ia
identificacion de los epitopos lineales.

El “Phage Display” es uno de los métodos mas poderosos de localizacién
de epitopos. En la mayoria de los trabajos basados en este método, los epitopos
descritos han sido lineales. No se cenoce bien si un péptido lineal expresado en
fago puede imitar, estructuralmente, a un epitopo discontinuo o si sdlo puede

imitar su especificidad de unién al anticuerpo.

El objetivo def presente trabajo fue comparar resuttados de seleccién de
los clones de la misma biblioteca (Ph.D.12) mediante dos anticuerpos
monoclonales distintos (BNTX16 y BNTX18) obtenidos contra NTX. Los datos
bibliograficos (Pascal) muestran que ambos anticuerpos reaccioﬁan con NTX de
forma competitiva. Lo que se queria averiguar era si los dbs anticuerpos
moncclonales seleccionaban clones peptidicos semejantes, tanto por la
secuencia como por los ensayos inmunolégicos.

Se realizaron cuatro rondas de seleccion con cada uno de los anticuerpos
monoclonales con el objeto de obtener un conjunto de ciones enriquecidos con
clones activos eluidos a pH2.2 y pH4.0. Se eluyd a pH distinto para ver si habia
diferencia entre los eluidos considerando: 1. positividaa’ — negatividad, y 2.

magnitud. Se obtuvo que era mas eficiente eluir a pH2.2 (se enriquece el eluato).
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Esto sucede porque se requiere de un cambio de pH menor para eluir clones de

menor afinidad por el anticuerpo y viceversa. Se requiere de un cambio de pH

mayor para eluir clones mas afines a anticuerpo.

Tabla 10. Valores de inmunoreactividad positivos de los clones pH2.2 (1-17),
pt4.0 (1-18), ronda IV, BNTX18.

Antigeno Valor de absorbencia a 405 nm
NTX 2.707
Cl 2 (pH4) 0.258
Cl 3 (pH4) 0.248
Cl 14 (pH2.2) 0.246
Cl 11 (pH2.2) 0.223
Cl 4 (pH2.2) 0.222
Ci 7 (pH4) 0.221
Cl7 (pH2.2) 0.219
Cl 3 (pH2.2) 0.218
Cl17 (pH2.2) 0.218
Cl 15 (pH4) 0.215
Cl19 (pH2.2) 0.214
Cl 2 (pH2.2) 0.206

Los resultados obtenidos mostraron lo siguiente:

BNTX16 como consecuencia de 4 rondés de panning no
selecciond clones que en condiciones de ELISA dieron un nivel
de reaccion positivo importante. Sin embargo, algunos clones
dieron un nivel de reaccién positivo aceptable alrededor de 0.3,
pero este valor no es significativo, ya que Ph.D.1, que es el
contro! negativo, di6 resultados comparables. Se procedio a
seleccionar algunos clones para secuenciar, con jos valores

altos de ELISA. Sus secuencias mostraron que no hubo
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similitud con el NTX, por lo que no se seguib con la
secuenciacion.

il. A diferencia de los clones seleccionadas con el BNTX16, clones
seleccionados con el BNTX18 dieron resultados positivos mas
notables. El analisis inmunoldgico (ELISA) dio valores
confiables de inmunorreactividad.

1. El analisis de la secuencia de los clones seleccionados con el BNTX18
mostré la recurrencia de los siguientes aminoacidos (subrayado):

i

Figura 14. Secuencia de clones de pH2.2 de la 11l ronda de biopanning con el

BNTX18.

1l H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
2ck: F-N-S-§-H-§-L-L-R-R-P-P
4ck S-P-T-R-AV-N-E-L-F-G-M
5¢! G-P-E-Q-L-L-F-L-R-P-F-P
6el: AP-M-H-K-A-LW-V-Q-P-G
7ck Q-M-L-N-R-L-S-E-L-N-G-M
8cl: H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
9ct: K-L-A-Q-T-F-P-Q-V-L-L-A
10¢!: H-W-S-H-A-F-M-8-V-W-G-M
11cl: Y-R-W-W-P-F-Q-V-K-P-S-A
12¢k; H-T-N-L-P-Q-A-L-W-G-M-Q
14¢l; S-LV-E-LP-S-P-P-M-L-A
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16¢cl:
19cl:
20ct:
22cl:
23ck:
24cl:
25¢l
28cl:
3l
33ctk:
35¢t:
36¢l:
46¢l:
47ck
50cl:
55¢l:
57ck
60cl:
61cl:
63cl:
65¢k:
78cl:

83cl:

T-§-F-T-G-W-W-N-L-M-A-R

F
A-S-T-L-H-K-T-L-F-G-M

YV-G-P-L-T-Q-T-L-Y-G-M
S-F-A-A-S-E-P-D-R-A-R-T
S-L-P-RV-Y-Y-E--F-G-A

A-M-$-P-R-M-D-G-K-V-F-A

H-W-P-F-L-Q-W-H-M-Y-Y-P
S-L-P-RV-Y-Y-E-I-F-G-A

H-T-N-L-P-Q-A-L-W-G-M-G

-Q-L-1-A-8-L-8-P-R-V-D

Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
H-N-N-Q-R-L-M-L-Y-G-M-H
T-L-N-W-P-P-T-L-W-G-M-H
Y-H-W-W-Q-F-Q-M-K-H-S-A
SP-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
K-L-A-Q-T-F-P-Q-V-L-L-A
§-Y-F-§-Q-Q-P-Q-Y-S-K-L
S-L-P-R-V-Y-Y-E-I-F-G-A
S-L-P-R-V-Y-Y-E--F-G-A
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84ct: Q--R-T-L-P--Y-S-L-Q-S
86ct: W-W-Q-F-P-W-P-P-Y-T-§-V
91ct: YV-GP-L-T-Q-T-L-Y-G-M

Figura 15. Secuencia de clones de pH2.2 de la Iv ronda de biopanning con el

BNTX18.

11ck: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
12¢l: $-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
13ci: S$-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
14cl: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M
15ct: S-P-T-R-A-V-N-E-L-F-G-M

Figura 16. Secuencia de clones de pH4.0 de la iV ronda de bid_panning con el

BNTX18.

4ct; Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
5cl: H-N-N-Q-R-L-M-L-Y-G-M-H
Bel: Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
11ck: Y-T-A-A-P-R-Y-W-A-E-L-F
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La cuantificacién de las frecuencias de aminoécidos repetitivos es como sigue:
76% de los péptidos contienen P,
51% de los péptidos contienen S,
47% de los péptidos contienen GM o GA,
45% de los péptidos contienen T,
38% de los péptidos contienen Q.
2. La antigenicidad de los péptidos seleccionados con el anticuerpo

menocional BNTX18 se muestra en Ia Tabla 11.

Tabla 11. Clones con valores positivos de ELISA, seleccionadas con el BNTX18.

Clen Valor de ELISA
Cl61, pH2.2, ronda | 1.395
Cl60, pH2.2, ronda (il 1.008
Ci65, pH2.2, ronda lll 0.658
CI23, pH2.2, ronda Il 0.629
Cl98, pH2.2, ronda il 0.587
CI58, pH2.2, ronda lil 0.550
Cl81, pH2.2, ronda lll 0.472
CI59, pH2.2, ronda [li . 0.459
C128, pH2.2, ronda lll 0.371
Cl4, pH2.2, ronda lll ' 0.382
Ci78, pH2.2, ronda il 0.35
C162, pr2.2, ronda H 0.348
Ci12, pH2.2, ronda Il 0.331
CI79, pH2.2, ronda {ll 0.329
CI56, pH2.2, ronda Il 0.311
CI95, pH2.2, ronda lll 0.308
Cl94, pH2.2, ronda lil 0.303

El porcentaje de los clones positivas para ELISA fue de 36%.
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3. Los experimentos de secuencia y de inmunoreactividad mostraron que los
aminoacidos criticos son: GA (o GM) en regién Cterminaly T, S, Py Q en
regién N-terminal de los péptidos y que ninguno de ios péptidos desprovisto de
estas secuencias, en los dos extremos, fue positivo para ELISA.
4. En los péptidos positivos para ELISA, los aminoacidos GM o GA de la region
C-terminal correspondieron a amincéacidos en fa region C-terminal de NTX,
mientras que los aminoacidos T, S, P y Q tienen correspondencia con la regién
N-terminal, por lo que los péptidos antigénicos tienen dos grupos de
aminoacidos simiares a dos sitios distantes de la secuencid ae NTX.
T1-lp-la-No-Vs-Ke-C7-Tg-Se-P10-K11-Q12-C13-S14-Ki15-P1s-C17-Kia-Eno-Lao- Y21-Gaz-
S23-S24-Ags-Gag-Aor-Kog-Mag-Nay-Gaz-Kaz-Gae-Kas-Cas-Ya7-Y38-Nas
5. Las dos secuencias importantes para la union que no son adyacentes en ia
estructura primaria de NTX, en la toxina plegada se acercan por dos puentes
disulfuro de ta molécula nativa (C7-C13; C26-Ca4).

Cr-T-§-P-K-Q-Cra-§-K-P

| |

G-A-K-C20-M-N-G-K-Cs4

Las razones precisas de la diferencia en los resu'ltados de los clones
seleccionados con BNTX16 y los clones seleccionados con el BNTX18 no se
conocen.

Los resultados obtenidos en este trabajo son congruentes con la

bibliografia existente con los cuales se liegd basicamente a dos conclusiones
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primordiales:
1. Cuatro o mas residuos especificos permiten la localizacién inequivoca del
epitopo, a lo .Iargo dela sécuencia antigénica. (Lane, 1993)
2. La seleccién del grupo de aminoécidos (usualmente relacionados) mas que la
seleccién de aminodcidos individuales se observa frecuentemente. (Lane,1993)
Asi mismo, la metodologia de “Phage Display” se ha aplicado para
problemas de salud tan importantes como ef cancer y el SIDA, traténdose en el
primer caso de un epitopo lineal y en el segundo de un epitopo conformacional,
como se muestra a continuacion:
1. Cancer (Stephen, 1985):
Antigeno: p53, proteina humana supresora de tumor.
Bibliotecas de: 6 aminoacidos, 12 aminoacidos y 20 amincatidos.
Anticuerpo monoclonal: PAb240.
Epitopo Iiﬁeal: R-H-8-V-V
Figura: 17
2. SIDA (Boots, 1897)
Antigeno: gp120
Bibliotecas de: 15 aminoacidos, 21 amincacido.
Anticuerpo monoclonal: 1gG1b12.
Epitopo conformacional: A pesar de las similitudes en los residuos, no fue
posible derivar una secuencia consenso para todas las clonas.

Figura: 18.
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Figura 17. Alineamiento de los residuos 200-300 de p53 humana con la
secuencia peptidica deducida de los clones seleccionados con Pab240 de las

bibliotecas de 8, 12 y 20 aminodcidos. (Tomado de Stephen y col., 1995)
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CONCLUSIONES:

1. Los péptidos seleccionados con el anticuerpo monoclonal BNTX18 de la
biblioteca Ph.D.12 por medio de la metodologia de “Phage Display” imitan
funcionalmente al epitopo del anticuerpo monoclonal BNTX18.

2. Los péptidos seleccionados tienen dos grupos de aminoacidos idénticos a
dos sitios distantes en la secuencia de aminodcidos de NTX, por lo que
imitan al epitopo estructuraimente.

3. El epitopo tentativo identificado con el anticuerpo i..c..oclonal BNTX18 es
conformacional: amincacidos GA o GM en la regién C-terminal y
aminoacidos T, S, P y  en la region N-terminal de NTX.

4. Los péptidos de 12 aminoacidos pueden adquirir conformaciones
satisfactorias en cuante a los requerimientos de especificidad de unidn

con el anticuerpo monoclonal BNTX18.
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