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RESUMEN

“Ensamblaje de un DNA que codifica fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de
: mmunoglobuhnas anti-péptido beta- amﬂmde" S

- Por José Angel M,ontero“Sant:afn‘aHa

: Dir‘ectqra‘ de Tesis: Dra G‘o‘

El pépti&ci {3'Arri‘ oide el: principal componen@e de las placas amiloides

cerebrales‘ yv,‘j"ue’g(a :un“ a'd‘ de Alzheimer. Actualmente

existe irite'réé p ontrar. compuestos qu ectivamente inhiban la agregacién y/o

destruyan agre S = 1 ente estudio se obtuvieron

‘ratones | s:linfocitos se utilizaron como

fuente de RNA' ‘obtener lo 31 ables’(\ ‘V() de inmunoglobulinas anti-

péptido B-Amiloidess y se;evéuaran,cqrﬁb terapéuticos en la enfermedad de Alzheimer.
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ANTECEDENTES

El péptido B-Amiloide (BA), es el componente principal de las placas amiloides

cerebrales y juega un papel |mportante en Ia neuropatologla de la enfermedad de

i flbrlllas estan mvolucra os’e patogenesns de la EA (3) Esta propuesta provee la

explicacion para la pobre orrelacnon entre carga amiloide fibrilar y la progresion de la

enfermedad.- En cu;«;lquner caso tanto las fibrillas del péptido BA, como pequerios

agregados del mis‘mo‘, qebérian ser prevenidos o destruidos por agentes que sean

candidatos para la tef’apié 'de‘la EA.

Los fragmehtps C do BA son generados mediante la accnon de proteasas

compuestos
disminuyan pero n d;de‘la beta y la gamma secretasas con el fin de
usarse como terapia en fases clinicas tempranas de la EA. Interferir con las reacciones

'metabéiicas normale rgamsrho no es deseable y un acercamiento alternativo que




tenga como blanco eventos patoldgicos como el depdsito del péptido BA, podria resultar

mas apropiado para el tratamiento efectivo y la prevencién de la EA.

Existen reportes previos que describen los esfuerzos para encontrar compuestos que
selectivamente destruyan placas del péptido BA, asi ha sido mostrado que los
nitrofenoles inhiben la agregacion del péptido BA in vitro y causan desagregacion de
fibras'previamente formadas (4). También los nitrofenoles protegen neuronas del
» h:pocampo de ratas en cultivo de los efectos neurotoxncos del péptido BA e inhiben la
formacnon de depdsitos del péptido BA en. un modelo in vivo (4). Fassbander y
colaboradores (5) mostraron que farmacos que reducen el colesterol como el
simvastatin y lovastatin también son capaces d_le reducir los niveles intra y extracelulares

del péptido BA en cultivos primarios de héurohas*de hipocampo y.neuronas corticales

" mixtas. Cobayos tratados con altas do"ts de S|mvastat|n mostraron una fuerte 'y

rever5|ble reduccxon del peptldo BA en el cerebro

do 'observada en ratones transgéniéoé de' la<APP

es unnos de la EA (modelo murino transgénico PDAPP) proveen
respuéstés a muchas preguntas importantes relacionadas con el péptido BA y la EA.
Asn se ha demostrado que la inmunizacion de ratones PDAPP con péptido A reduce
sngnlﬁcatlvameme agregados del péptido BA y ciertas caracteristicas neuropatolégicas
similares a esta neuropatia en ratones de edad avanzada, y también esencialmente

previene la agregacion del péptido BA, la distrofia neuritica y la astrogliosis en animales




jovenes (6). Estos'resultadoé~sUgieren por primera vez que la inmunizacién con A

puede ser efectivé e'hf pr vencnon y tratamiento de la EA. Posteriormente Janus y

colaboradores mostra n ue Ia mmunlzacnon con péptido BA reduce su depdsito en el

cerebro y la dlsfgnc;lq ogn}mva en el modele murino TgCRND8 de la EA (7). En otro

estudio de‘ infndﬁizacién'con el BA por Morgan y colaboradores (8) en Florida se

demostro que la vacunacxon de ratones transgénicos PDAPP con ‘el péptido BA los

protegla de las deflCnencnas de aprendizaje y de la memo adas con la edad.

En los estudios mencionados se utilizdé péptido BA fng la noche en buffer

para inmunizar a los ratones. Estas soluciones d camente contienen

fxbrxllas junto con pequenos agregados, sin embargo dada’ |a baja; mmunogenucudad de

ntlgeno para obtener

expresados en a Demostrando que los residuos EFRH localizados en

las posncuones 3 al 6 del extremo. amlno terminal del péptido BA, comprenden el epitope

mmunodomj\name cupal sitio regulador para la formacion de fibrillas (9).

Subsecueqteni nt os<ﬁlamentosos que expresaban el péptido EFRH fueron
usados 'corhq.n munégenc especif cos no toxicos en cobayos para la produccion de

anticﬁerb‘o"s'q'u > agregacxon del peptldo BA in vitro (10). Estos autores han




' demostrado que Ios antlcuerpos en suero, generados contra el fago que expresa el

péptido EF RH prevnenen los efectos neurotoxicos y desagregan fibrillas de BA.

‘Una dey. tas desvent e cualquier procedimiento de inmunizacion activa es la
generacio d esbuesta inmune que no es deseable en una poblacién de

pamentes mayore afectado ’pdx"ﬁ la-EA. La idea de que la inmunoterapia pasiva puede

ser: mas apropl d‘ ividuos, promueve esfuerzos hacia la generacion de

'.antlcue‘rpos deétruir‘ agregados del péptido BA. Asi ha sido

‘derhostrado ‘que;lo erpo: mondcionales desarrollados contra fragmentos de

peptldo B q e amlnoécndos 1-28 prevuenen Ia agregamén y

gdesagregan fibrillas de: péptido BA: in_vitro (11 12) Bard y colaboradores demostraron

placas aunada a la reduccion

de Ia patologla en‘ un modelo murmo de EA (13)

Dado que los efectos patologlcos deI peptldo BA'son conferxdos sélo al sistema nervioso
central (SNC) los anticuerpos a _‘ ’er y la terapla de la EA deben superar la

baja permeabilidad de la BHE y er’ dirigidos’ dentro del cerebro a los agregados de

péptido BA.

Los anticuerpos represéntan'-l nas molecularmente mas diversa y

estudiada estructuralmente 'Su uso p ‘ut o en hdménos ha sido estudiado por mas

de cien afos. Su papel como moleculas de umon adaptables de especificidad definida




reducen la: do

enfermedad (31

como : “framework®
hiperYari ‘ ”»e’kt_.lnién al antigeno esta formado por CDRs de las cadenas

llgera y ‘pesada;:: Para los dominios variableys'de: la cadena pesada de una

s‘con afinidad moderada para un antigeno son

Enel sxstema mmune 1o

seleccnonados de los repertonos rlmarlos y sus afinidades son mejoradas mediante

rondas de mutacnones somatlcas y selecc:on Calculos de probabilidad de afinidad




indican que entre mas grande sea el repertorio de anticuerpos sintéticos, mayor sera la

probabfli‘dad de encontrar anticuerpos de alta afinidad (30).

Los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) consisten de las regiones variables

de Ias cadenas pesada y ligera de anticuerpos, umdos por un péptido espaciador corto.

,‘Pueden producnrse fragmentos scFv especmco o mo una biblioteca diversa expresada

en la superf'cxe de fagos fllamentosos : C ocedimiento tiene algunas ventajas

|mportantes prlmero la estrategua

‘permite la seleccnon répida‘y mp

tercero,

los genes de, Ios fragmento

especn“cos para un antigeno 'con-el que se mmunlzé (41)

Estudios’ pioneros_han: docUmentado la actividad. defragmentos de anticuerpos Fab
recombinantes:virus-especificos y fragmentos scFv in vitro. Algunos autores piensan

que las scF .pued ’incfreméntar las caracteristicas para aplicaciones terapéuticas por

su reducido: tamafo :que ' mejora la penetracion en los tejidos. Ademas se ha

dembstradd,queala “proteccidon contra enfermedades ietales no requiere mecanismos
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mediados por la Fc de anticuerpos y que la especificidad cruzada no es crucial para la

proteccién contra dosis virales fisiologicamente relevantes in vivo (42).

Actualmente los fragmentos mas usados de los anticuerpos son los fragmentos de
unién al antigeno (Fab) y los fragmentos variables de cadena sencilla scFv, los que son
obtenidos por asociacion de los dominios variables de la cadena pesada y ligera de una
molécula de inmunoglobulina y un péptido flexible (linker) de 15 a 20 residuos. La
expresion de anticuerpos en la superficie de bacterisfagos filamentosos dio origen a los B

anticuerpos _r,eccimb': emostrando las propiedades terapéuticas en . varios

temente se ha demostrado que los fagos pueden ser

nmunoglobulina ‘estos autores mejoraron las variantes de la

es anti-agregacion, y obtuvieron anticuerpos con afinidades mas

donadores inmunizados con un antigeno de interés asi como donadores “ingenuos”,

que son aquellos que no han sido expuestos al antigeno de interés, También se pueden

11




‘cva ha generado intracuerpos que han

de la enfermedad,_de Huntington (16

Para-la E}A"’A‘los_f"fscl"-;v ahti-BA "son-l de" gran interés y pueden ser aplicados tanto

extracelularmente como intracelularmente (intracuerpos). Estos scFv pueden prevenir ta

formaéiéh'de a’greg’adds’ denl tiao :BA, disolver fibrillas, profibrillas u oligémeros

ex1stentes y como en el caso de; Ios vntracuerpos pueden interferir las interacciones de

APP con otros factores que estan mvolucrados en la patologia. Es importante notar que

estudios rec1entes han demo tr mulacqén y la inmunoreactividad intraneuronal

del peptldo BA42, asx como. la’ presenci fde :dimeros estables de BA42 antes de que se

fllberasen al ‘medio en cultiv: neuronas (1,17). Estas observaciones enfatizan el

potencial terépéu pqs para prevenir la agregacion intraneuronal del

péptido BAaz en’ el .. previamente se ha sugerido el potencial

terapéutlco de Ios mtracuerpos en estud:os tumor-especificos (18).

12




HIPOTESIS

Si los anticuerpos anti-péptido p'-amilqidef evitan bla 'agregaqién ylc; févorééen ‘Ia
desagregacion de Vaglo.mc:a"i"ado‘s ‘cAileI peptldo [éﬁtpnées los fragméntds v"?riabfes de
cadena sencilla (scFv),deﬁiizbr"rjtunﬁél'dbidlvijﬁars‘ .:éh(i;pébtidb B-a-miloide' pqedeh tevr.rér’ las

mismos efectos en modelds de estﬁdié de la eﬁfermedad de Alzheimer. - "

OBJETIVO

Ensamblar fragmentos variables. de las- cadenas ligera y pesada- (Vu y Vi) de
inmunoglobulinas anti péptido BA42, en un DNA que codifique fragmentos variables de
cadena sencilla (scFv) para su posterior expresion en un vector fagémido y la obtencion

de una biblioteca de scFv expresada en bacteriofagos filamentosos.

13
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MATERIAL Y METODOS

INMUNIZACION DE RATONES CON PEPTIDO B-AMILOIDE

Para utilizar el péptido BA42 (Bachem EUA) se resuspendié en PBS ix y se lncubo a 37

°C durante toda la noche sngwendo’el protocolo de Morgan, y colaboradores (2000) En

da IaA noche Env’
‘(Slgma EUA) en
: bsecuentes’ mmumzacnones se
utilizé adyuQahte' de Freund inc mpleto (Slgma. EUA) en la misma proporcion.
Como Iote con utlllz on 3 ratones smgenlcos BALB/c hembras de 4 a 6 semanas
de edad Ios qu re bleron 106 ‘p.l de PBS 1x (f'Itrado con una membrana con poros de
0.40 pm de diame o)‘subcuténeamente en las mismas fechas que el lote experimental.

De Ia mlsma forma se utlllzo adyuvante de Freund completo (Sigma, EUA) en

proporcnén 11 con el PBS Ia prlmera |nmun|zacu:’>n y adyuvante de Freund

’ mcompleto (Slgma EUA) en dlcha proporcton, para las tres lnmunlzacuones postenores '

14




Despues de la tercera y cuarta: inmunizacién se sangro a todos los ratones mediante la

se protruyo el globo ocular y se

ara colectar por capilaridad la sangre.

Posterlormente se , incubs a 37°C por.una hora pa a‘ favorecer la coagulacion y en una

centnfuga clmlca a:400.r ez m utos se separd el suero del plasma.’
Fmalmente se prepararon alicuotas de 200 p.l que se almacenaron a —20 °C para suuso ...

posterior.

ENSAYO DE: ELISA PARA CARACTERIZAR Y TITULAR ANTICUERPOS ANTI

PEPTIDO B-AMILOIDE

Se reallzo un ensay de ELISA ( Enzyme Llnked Immuno Sorbent Assay) para evaluar

de los ratones: de los’ lote

15




0.01% y siempre se utlllzé

Se utilizaron los dos ratones hlpermmunes del lote experimental para la extraccion de

mRNA a partir de células de ) qdulos linfaticos inguinales.

16




Una vez d|sectados los nodulos llnfétlcos se. colocaron cada uno en una ca]a de petri

.colocada sobre na capa de hlelo con una ol cn I mplaron del

tejido adlposo y cor'ljunllvo cnrcundantes y. se’ homogemzaron manualmente luego por

decantacnon se separaron los restos de t do de las celulas

e qued,aron en

suspensuén y se mantuvneron en PBS X estérll frxo :

El bazo de cada raton ‘una vez d Ise oA se perfundlé con PBS 1x e é p "Bbteher

una suspensnon celular la que posterlormente se separo de los: restos isularesﬁip‘of ‘

decantacién.

Se mezclaron las suspensnones celulares‘obtemdas tanto de los nodulos llnfatlcos como
del bazo y se centrlfugo a 200 x g p ‘ e S descarto el

sobrenadante

dentro de la column . e mezclo mdadosamente por 10 minutos mediante inversidn

manual Ienta Se coloco la columna enun tubo de 15 ml, se centrifugd a 350 x g por 2

17




minutos para' ‘:sépa'rar la resina de la suspensién, se decanté y se descarté la

suspensuon

; Se aphcaron 3 mI de ngh Salt Buffer se resuspendid la matriz mediante agitacién

La muestra obtenlda se anallzé medlante una electroforesis en gel de Tris-borato-EDTA

(TBE) agaros 1% co, 0 5% bromuro de etidio. Se verificd la presencia de RNA.

18




SINTESIS DE LA PRIMERA CADENA DE cDNA

."Se ut'nizéf,e‘ First-Strand . cDNA SiﬁtéSisKit‘(Phérfﬁacﬁa Biotech, EUA) s'igu‘iendo las

- Strand Réaétibn‘ ‘

1 ui de primer (hex

19




Se calentaron ambos tubos a 95 °C por 5 mlnutos y posterlormente se adiciond a cada

tubo 1 pl de Taq DNA polymerase (Glbco EUA), y se alcanzé un volumen de reaccion

de 1001,1!

Se . realizarbn '/SO‘CiE:ios de mphfcacnon en un termocnclador Perkin Elmer 9600

medlante Ias sngu:entes tem erat ! : 94 °C por 30 segundos; 55 °C por 1

mlnuto y 72 "C por 1 mlnuto

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE LA PRIMERA AMPLIFICACION POR PCR. -

Los prodi.réto's d

mpllflcaqfén por PCR se purificaron mediante una

‘electrofo esns ‘er to EDTA (TAE) 0.5x, agarosa 1.5% con 0.5%

bromuro de

Iongltud del n kuﬁ‘fransilur‘ninador de luz UV y se cortaron las

bandas de 340 pb:i(qu corresponde a V) y 325 pb (que corresponde a V.) con una

hoja de bxsturl da banda. Los pedazos de gel se secaron en una toalla de

papel se fragmentaro ‘lo'mas delgado posible y se colocaron en dos columnas

mlcrospln vamas e

20




M

Cada columna se coloco en dos m|crotubos estenles y se centrlfugaron ambas

columnas a 735 X g durante dos mmutos para colectar el DNA :

ANALISIS DE LOS PRODUCTOS PURIFICADOS.

REACCION DE ENSAMBLAJE Y LLENADO

las

DNA de

Durante_lé:’ los genes Vu y Vo de

21"




MgClz (25 mM), 1 ul AmpllTaq DNA merasa (5 U), 2. 5 p! de agua destilada estéril,

,para un volumen de reacclon de '50 p.l Se'reallzé en .un termociclador GENEAMP

BIORAD, con 7 cnclos de ensamblaje llenado con las siguientes temperaturas y

tlempos ‘94°C por1 mmuto 63°C por4 mlnutos : ', .

SEGUNDA AMPLIFICACION POR PCR Y PURIFICACION

Se amplificédsla’ construccion recnen ensamblada y se le adncnonaron dos sitios de

restﬁcciéh s Sfi 1y ot n para su posterlor clonacnén en un vector de expresion. Se

una mezcla de reacmon como se mdlca 1ul AmpliTaqg DNA

prepard en. un: microtu

polimerasa (5 U X P‘CVR“buffer. 1ul dNTR mi mM de cada dNTP) 4ul RS

primer mix; 39',,1[ agua’ destiiada ‘est‘érii para un volumen de reaccion de 50 pl.

Esta mézcla, e ccion se adlcxoné a Ia 2rior inmediatamente y se

Para esto se re

colocaron 750 vt de Ia suspensmn en una columna microspin, se centrifugd a 735 x g

durante un mlnuto y se desecho el flltrado Se le adicionaron 200 ul de buffer TE, se
centrlfugé en las ‘mismas cond:mones este paso se repitié dos veces y se transfirio la

columna a un mucrotubo estéril.

22
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‘Se preparo n % a %con 6.5% brorﬁuro de etidio. Se hicieron
obtenido ‘medi’énte la purificacion anterior, cargandolas
: L’;On a. ‘Se colocaron dos muestras de scFv marker,
- n 1p.l de colorante de carga cada una

Se cdmpéra_ : ntensndades de las diluciones del DNA de scFv con las

) mten51dades de las’diluciones del scFv marker para estimar su cantidad.

REAMPLIFICACION.Y PURIFICACION DEL FRAGMENTO ScFv

Debidoa 'qdé"l: amblado resulto |nsch1ente para los

g procedlmlentos posteriore: reaccnén de reampllt’ icacion como sngue 12 pl

de DNA scFV ( 0 il PCR buffer, 1 pl 25 mM de cada dNTP,

pl (5 U) Amplnaq DN polimerasa; 77 ul agua destilada estéril, para un volumen final

23




ostériormente mediante un gel de

|d:o Se compararon visualmente las

mtens:dades de las dllumones de DNAV sck, con las mtensudades de las diluciones del

scFv marker para estimar la c‘ar)itldad‘dg c_Fv obtenlda.

24




RESULTADOS Y DISCUSION

En la EA la forma neurotoxica del péptido BA cdrrésbonde ‘é Ias fibrillas pero algunos

oligémeros intermediarios entre la forma monomérica y fi f”brllar del peptudo BA presentan

neurotoxtcndad (24) De esta mane : EA existe una poblacion

relacionado (extracto de Taema sollum) y se observo una dlferenma de 2.1 unidades de

DO en las IgG totales respecto a Ios ratones mmun“’ do con el péptido BA (Grafica 1).

25




Mediante el mlsmo form to de E S, se comprobé | especlfcudad de las lgGs hacna el

péptldo BA Utllxzando n_antigeno no. relacnonado (ETS) mmovnlnzado ala placa 'se

encontraron

expenmental respecto al ‘'suero”del ratd

(Graflca 2)

él péptido BA montaron una
dicho béptidd.\ Considerando que la
ehtds de inmunizacién contenia

tanto formas f”brllares como ollgomero ] se postula que Ias mmunoglobuhnas generadas

pueden reconocer tanto Ia forma fbrular como la forma oligomeérica del péptido BA.

26
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Grafica 1. ELISA para detectar IgG en el suero de ratones control (ctri), inmunizados con el péptido BA
(|mm) e inmunizados con extracto de Taenia solium (Ts) como antigeno no relacionado. Ensayo con
péptido BA inmovilizado en la placa.

2.75 4
2.25 A
1.75
1.25 4

0.75 |
0.5
0.25 4

ol R 4 BN 4

ctrl imm
Ratén

Gréfica 2, ELISA para detectar IgG en el suero de ratones control {(ctrl), inmunizados con el péptido A
(imm) e inmunizados con extracto de Taenia solium (Ts) como antigeno no relacionado. Ensayo con
extracto de Taenia solium inmovilizado en la placa.
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‘Posterlormente se reahzaron Ios'ensayos de ELISA para determlnar que subtipos de

clén Con este propdsito se
los sueros de los ratones

Taenia solium.

de IgGs en el suero de los

) - respuesta ithne'fmontada por los ratones

mmunlzados con peptld ,BA es prmcnpalmente de tlpo humoral, por lo que se ve

favoremda la ip oduccnén e antlcuerpos que son altamente especnf cos para el péptido

BA.

Subsecuentemente medtante una prueba de ELISA se realizé la titulacion del suero de

los ratones de lote expenmental encontrando un tltulo de 1/25000 (Gréfica 4)
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Hoy dla una estrategla exitosa-para encontrar. anticu'erpo monoclonales cbnéiéle'en :

mmunlzar ammales expenmentales(ratones),con un antigeno:de: nnterés para construlr

slar. los scFv que se unen

a partir dal RNA de bazo una bubhote_ca de

con mayér a"'finida‘d : al ar tfgen es que contienen estos
'scFv para probar en mode!os d,jEnAeste tipo de trabajos

inmunizacion

las_ condiciones de la seleccién

resulta muy |mportante el esquema d

. (35)

Despues de’ comprobar que Ios alones mmumzados tenian altos titulos de anticuerpos

anti- ﬁA se procedlo ala xtraccxén cle los genes Vy y Vi de las inmunoglobulinas anti-

‘ BA. Para e o‘ utiliza on ‘como fuente de mRNA [as células B del bazo y de los

nédulos linfa

empleados por tanto para este estudio se utilizaron materiales y areas de trabajo libres

de nucleasas‘ d}escrltos en el apartado de material y métodos.
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Grafica 4. Titulacion del suero de los ratones inmunizados con et péptido PA.
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e sacrifica’ éntré’e‘:_l'::‘aér1"5% ‘del total de DNA en la

cantidad conocnda de DNA

de PCR que se comparan

En el presente estudlo se: reallzé el ensamblaje de fragmentos de genes variables de

las cadenas pesada y l|g L / V..) de mmunoglobuhnas anti-péptido BA, a partir de

células de bazo de ratones mmumzados con eI peptldo B amiloide como se observa en

la Figura 1.
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Figura 1. Fragmentos de genes variables de |a cadena pesada (V) ligera (V) y scFv obtenidos a partir
de células de bazo de ratones inmunizados con el péptido [As>.

La clonacion de genes que codifican los dominios variables de las moléculas de
inmunoglobulinas es una parte esencial de la ingenieria de anticuerpos. Se han
investigado rutas alternativas para el disefio y construccion de bibliotecas de genes de

la region vanable de lnmunoglobullnas basados en ensamblaje por PCR, asi se han

construndo bxbllotecas smtet:cas con las regiones determinantes de complementariedad

(CDR) totalmente aleatonas vanéndolas en longitud (32).

En 1990 McCafferty y colaboradores, describieron una metodologia que sentd las bases

de la tecnologua para la expresion de anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en
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bacterlofagos fllamentosos ‘Los . genes’: : Vériables (V) de inmunoglobulinas son

ampl:f’cados por PCR de h:b‘ idomas o ce ulas B y clonados en vectores de expresion.

Los ,fagos_que expresanlos genes pueden ser seleccionados directamente con el

ompletos :de" un. antlcuerpo pueden ser expresados en la

antigeho. : Los dominios
' b gme tos de antlcuerpos expresados en fagos

:"pueden ser. usados en la exploracion'de grandes blbllotecas combinatorias (37).

fabncar antlcuerpos con caracterlstucas blOflSlcas pre-determlnadas con uso diagnéstico

o terapeutlco (34).

Los fagos filamentosos son v\‘/iryuslrlargos, delgados y cilindricos que infectan bacterias
que expresan el pilus F."y se frehli'can sin lisar su hospedero. La capside de los fagos

flamentosos esta formada por estructuras tubulares flexibles y delgadas de 800 nm de
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long|tud y 6 a 10>7" m ‘de anch La envoltura proteica que rodea al DNA esta hecha de

producto del gen 'VIII : protelna de 50 residuos de aminoacido en a-hélice, que es la

protelna de cub al ex resando aproximadamente 2700 copias. El cilindro del

fago’ esta fla quead por.dos estructuras una hecha de S copias de los productos de

los gene Vi ue deja la membrana bacteriana primero, y en el otro

,extremo 5 copxas de los produ s'de los genes Vly lll (36).

la superficie de bacteridéfagos

La expresqén de: fragmentos - de enticuerpos en

a',sup'erf”cie del fago, por lo que resultan mejores para

. seleccnonarlos cuando nenen afinidades cercanamente relacionadas, usando un
sistema de ant g no mmovullzado en una fase sdlida (por ejemplo un ensayo de ELISA)

(27).

Se han construido fragmentos de anticuerpos con especificidad preestablecida a partir
de poblaciones de linfocitos in vitro y clonados para expresar dominios variables de las
cadenas ligera (VL) y. pesada (VH) de inmunoglobulinas en la superficie de

bacterlofagos fxlamentosos : Los fagos af' ines son seleccionados de un repertorio

mediante su unlon al antlgeno y es postble obtener los fragmentos de anticuerpos de

manera soluble Esta facnllta la construccion de anticuerpos o fragmentos

de antlcuerpos humanos de valor terapéutlco para la investigacion basica (39).
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La construcclon de bubhotecas de fragmentos varlables de cadena sencilla (scFv) o

fragmentos Fab de moléculas de antxcuerpos que son expresados en la superficie de

fagos fxlamentosos y la seleccmn de antlcuerpos de fagos recombinantes mediante su

unlon aI

ant:geno ofrece una forma nueva y poderosa de generar anticuerpos

: monoclonales La pruncnpal meta de Ia tecnologia‘de Ios anticuerpos recombinantes es

'desarrollar blbllotecas de gran tamano

iversidad para facilitar el aislamiento de

de anticuerpos de
repertorios pnmarlos segu‘do de'mutagén si I,@:s";CD'Rs y seleccion mediante la

expresion en bacterlofagos permne‘]a'xdentxﬁca‘cién de clonas con afinidad mejorada

(43).

Ademas, dos factores parecen generar una alta frecuencia de clonas reactivas en la
b:blxoteca pnmero Ia fuente de mRNA que tiene una alta representacion de cadenas
que estan en Ias clonas reactwas in vivo y segundo la promiscuidad de las cadenas

(pnnmpalr_nente la pesada) para aceptar mas de un compariero en una clona reactiva

- (33).
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De esta forma Velw DNA que codtfca para fragmentos variables de cadena sencilla

(scFv), generado en eI pvesentegestuduo sera insertado en un vector de expresion

fagemtdo (pCANTAB 5E de Amersham) y se generaran scFv solubles y unidas a

partlculas de fago ara su evaluacnon como terapéuticos en la enfermedad de

Alzhelmer.
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CONCLUSIONES

1. En el presente trabajo se generaron ratones hiperinmunes contra el péptido BA4>.
2. Se ensambld una molécula de DNA que codifica scFv especificos para el péptido

BA42 a partir de linfocitos de estos ratones.

PROYECCIONES

1. ElI DNA que codifica scFv sera clonado en un fagémi‘dyo con el fin de generar una
biblioteca de scFv especificos paré el pépiiao BA42 expresados en fagos

filamentosos M13.

2. A partir de esta biblidtégﬁéis r bt wr}ud‘ais clonas de fagos recombinantes para

su evaluacion como candidatos para el tratamiento de la EA.
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