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Resumen

RESUMEN

El analisis de la estructura tridimensional de anticuerpos ha revelado que cinco de los seis
lazos que conforman el sitio de union para el antigeno poseen una estructura de cadena
principal que se restringe a ciertos motivos estructurales (estructuras candnicas). Estos
dependen de la conservacion de ciertos patrones en la secuencia de aminoacidos. Ademas
se conoce que en algunos casos la geometria de los sitios de unién correlaciona con el tipo
de antigeno reconocido y que dicha geometria depende fundamentalimente, del primer
lazo hipervariable de la cadena ligera de los anticuerpos. Con base en lo anterior y
apoyandonos en una técnica que permite obtener anticuerpos desplegados en la superficie
de un fago filamentoso (“Phage Display”) nos hemos propuesto el disefio de dos
bibliotecas de anticuerpos de origen humano para seleccionarlas contra antigenos de
interés biomédico de tamafio variado (proteinas y péptidos). Cada una de las bibliotecas
estda formada por anticuerpos que poseen diferentes caracteristicas geométricas en su
sitios de reconocimiento. Estas diferencias se encuentran fundamentalmente en el largo
del primer lazo hipervariable de la cadena ligera. En la construccion se empled una tnica
cadena ligera la cua! pertenece a el gen mas utilizado en los anticuerpos humanos
maduros (A27) y una mezcla de cadenas pesadas. Como esta cadena ligera posee un L1
corto para la construccion de la segunda biblioteca se cambio este lazo por uno largo.
Durante el desarrolio de este trabajo se han obtenido anticuerpos contra tres antigenos de
importancia biomédica. Ademds se han aportado datos que apoyan la teoria del
reconocimiento molecular mediado por anticuerpos.
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Antecedentes

ANTECEDENTES

Desde hace mas de 50 afios se describid la potencialidad de los anticuerpos como
herramientas para la caracterizacion molecular, el diagnéstico clinico y las aplicaciones
terapéuticas. En un inicio, estos se producian por inmunizacidén de animales experimentales
con el antigeno de interés. Este método producia una mezcla heterogénea de anticuerpos
(anticuerpos policlonales), lo cual hacia casi imposible su caracterizacion (revision en Edelman
and Gall, 1969). Ademds el éxito de un esquema de inmunizacion dependia de la cantidad y
calidad del antigeno y del sistema inmunoldgico del animal experimental y muy poco se podia
hacer si no se obtenian los anticuerpos deseados.

En 1975 Kohler y Milstein publicaron un articulo que marco una nueva etapa en la obtencién
de anticuerpos (Kohler and Milstein, 1975). En el mismo se describia como hacer anticuerpos
monoclonales. A partir de entonces se comenzaron a obtener anticuerpos contra un
sinnimero de antigenos muchos de los cuales han sido de gran valor para el diagnostico
clinico, Al contar con preparaciones homogéneas (monoclonales) de anticuerpos, se avanzd
rapidamente en la caracterizacion de esta familia de proteinas (Winter & Milstein, 1991). Sin
embargo, este valioso descubrimiento no permitia prescindir del proceso de inmunizacion y
esto obligaba a los investigadores a seguir sujetos a las reglas que dicta el sistema

inmunologico del animal experimental.

En la Gltima década del siglo pasado una nueva técnica revoluciond la forma de obtener
anticuerpos. Esta técnica conocida con el nombre de phage display (Smith GP, 1985), ha
permitido a los investigadores prescindir del proceso de inmunizacion. Ha sido entonces
posible la obtencion de anticuerpos contra practicamente cualquier antigeno. Ademas
partiendo de fuentes diversas que incluyen anticuerpos humanos, los cuales son de gran
potencial en las aplicaciones terapéuticas (revisiones en Burton and Barbas, 1994; Winter et
al., 1994). Sin embargo, hasta la fecha no ha sido posible determinar completamente la
relacion que existe entre la secuencia primaria de los anticuerpos y sus propiedades de
reconocimiento. Este hecho ha limitado el disefio de repertorios de genes para obtener
anticuerpos con las propiedades de reconocimiento deseadas.

Hacia finales de la década de los 1980s e! andlisis de la estructura tridimensional de los
anticuerpos reveld que cinco de los seis lazos (“loops”) que conforman el sitio de unién para
el antigeno poseen una estructura de cadena principal que se restringe a ciertos motivos
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estructurales (Chothia et al., 1987, 1989). Se dedujo, entonces, que estos motivos
estructurales dependian de la conservacidén de ciertos patrones en la secuencia de
aminoacidos (a.a.). Al conjunto reducido de conformaciones que cominmente tiende a
adoptar la cadena principal de las regiones hipervariables se les llamé estructuras candnicas
(Chothia et al., 1987). Este descubrimiento ha permitido predecir, partiendo solo de la
secuencia de aminoécidos, la estructura tridimensional del sitio de unién para el antigeno. A
partir de entonces comenzaron a surgir algunas evidencias que pretenden explicar la relacion

estructura-funcion de los anticuerpos,

Con base en el modelo de las estructuras candnicas se han venido estudiando las secuencias
de los genes de linea germinal, pseudogenes y las secuencias rearregladas de anticuerpos
(Atmagro, et al., 1995, 1996, 1997, 1998, Vargas-Madrazo et al., 1995; Lara-Ochoa et al.,
1996). Se ha descrito que las combinaciones de conformaciones canonicas se reducen a un
numero sorprendentemente pequefio (Almagro, et al., 1995; Vargas-Madrazo et al,, 1995;
Lara-Ochoa et al., 1996). De 300 posibles combinaciones de estructuras candnicas, sélo 10
describen aproximadamente el 90% de todas las secuencias conocidas. Ello redujo el espacio
de conformaciones del sitio de union para el antigeno a unas pocas variantes (Vargas-
Madrazo et al., 1995).

Ademas, se conoce que en algunos casos la geometria de los sitios de unién para el antigeno
correlaciona con el tamafio del antigeno reconocido (Davies et al., 1990; Wilson et al., 1991;
Webster et al., 1994; Wilson and Stanfield, 1993; Vargas-Madrazo et al., 1995; Lara-Ochoa et
al., 1996). Anticuerpos con sitios de unidn relativamente planos tienden a reconocer
proteinas, mientras que anticuerpos con sitios de unidn concavos, preferentemente,
reconocen moléculas pequerias (Vargas-Madrazo et al., 1995; Lara-Ochoa et al., 1996). Se
conoce ademas que la diferencia entre estas geometrias se debe mayormente al largo del
primer lazo hipervariable de la cadena ligera (L1) de los anticuerpos (Almagro,

comunicacion personal).

Por otra parte el conocimiento de los genes de linea germinal de humanos ha permitido
observar que existe una expresion preferencial de ciertos genes (Griffiths et al., 1994).
Dentro de los genes Vkappa, el gen A27, se expresa en uno de cada cuatro anticuerpos
humanos (Griffiths et al., 1994). Ademas se ha observado que A27 se encuentra unido,
preferencialmente, a los genes "joining" JK1. Estos antecedentes podrian sugerir que el
gen A27 se utiliza en el reconocimiento de diversas moléculas. Este gen en la linea

T~
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germinal codifica para un L1 corto (12 a.a.) (Tomlinson et al., 1995), lo cual podria sugerir
que anticuerpos que lo contengan reconocen, fundamentalmente, moléculas grandes.
Mientras que la adicion de 5 a.a. en el L1, agregados por la sustitucion del L1 de A27 por
el L1 de DPK24 (17 a.a.) podria cambiar las propiedades de reconocimiento y entonces
interactuar con moléculas pequefias.




Introduccion

INTRODUCCION

Anticuerpos: estructura y caracteristicas generales.

Los anticuerpos son moléculas de glicoproteinas (MW 150, 000) que pertenecen a la
familia de las inmunoglobulinas y que constituyen las moléculas efectoras de la respuesta
inmune humoral. El nombre de inmonoglubulinas les fue dado por constituir la parte de la
fraccion y-globulina que precipita en presencia de antigeno. Estos, fueron descubiertos por
A. Tiselius y E.A. Kabat en 1939 y desde entonces han sido ampliamente estudiados.

Existen cinco clases de inmunoglobulinas: 1gG, IgA, IgM, IgE e IgD. Estas difieren entre si
por su tamafio molecular, estructura, carga, composicion de aminoacidos y contenido de
carbohidratos. Las diferentes clases de inmunoglobulinas estan determinadas por el tipo de
cadenas pesadas que las forman y que pueden ser: «. r. &. 7 v . Ademas, existen
pequefas diferencias dentro de la secuencia aminoacidica de las cadenas pesadas « y vlo
cual guia a una clasificacion mas estricta de estos dos tipos de cadenas en subclases. De
esta manera encontramos dos subclases para las cadenas pesadas « (IgAl1 e IgA2) y
cuatro subclases para las cadenas pesadas v (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4).

Por otra parte, se conoce que la distribucion de las diferentes clases de inmunoglobulinas
no es proporcional. La 1gG (Figura 1) es la principal inmunoglobulina del suero humano y
constituye, aproximadamente, el 80% del conjunto total de inmunoglobulinas. Esta clase
es también la que se encuentra en mayor concentracion sérica (aproximadamente
9mg/mL). Ademas, tampoco todas las subclases de IgG se encuentran igualmente
representadas. Aproximadamente el 65% de las IgG sérica es 1gG1. Después de las IgG
las dos clases de inmunoglobulinas mas representadas en el suero humano son las IgA y
las IgM (5-15% y 5-10%, respectivamente). Las clases restantes (IgE e IgD) constituyen
menos del 1% del total de inmunoglobulinas presentes en el suero.

Las moléculas de inmunoglobulinas estan formadas por dos cadenas pesadas y dos
cadenas ligeras idénticas entre si. En algunos casos mas de una molécula de
inmunoglobulina pueden combinarse para formar anticuerpos multiméricos (IgA e IgM),
pero en la mayoria de los casos se encuentran en forma de monomeros (I1gG, IgE e IgD).
Las cadenas ligeras pueden ser de dos tipos: x» y A. Estas se combinan al azar con
cualquiera de los tipos de cadenas pesadas para formar una molécula de inmunoglobulina.
En el caso de los anticuerpos humanos el 60% de las cadenas ligeras que conforman las
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Inmunogiobulinas son de tipo x y el 40% son de tipo A (Klein et al, 1993; Tomlinson et al
1995; Willians et al, 1996); mientras que en e! caso de los anticuerpos de ratén ia relacién
es del 95% de cadenas ligeras k contra un 5% de cadenas ligeras A (Hood et al, 1967).

Figura 1. Representacion de una IgG. En la figura se representa una IgG en la cual se destacan las
partes fundamentales que conforman la misma. En tonos azules se representan las cadenas pesadas
y en verde y amarillo se representan las cadenas ligeras. Se destaca la regién bisagra y los sitios de
unién al antigeno. En rosa oscuro se representan los carbohidratos. Fgura tomadz de
www.xs4all.nl/~ednleuw/IgGsubdasses/ background.jpg.

Cada una de las cadenas que forman parte de los anticuerpos se encuentran divididas en
dominios de 110 aminoacidos (a.a.) aproximadamente, Las cadenas pesadas poseen un
dominio variable (V) y entre tres y cuatro dominios constantes (Cyl, Cu2, Cu3 y Cy4)
dependiendo del tipo de anticuerpo. Las cadenas ligeras poseen un dominio variable (V) y
un dominio constante (C,) (Figura 1).

El andlisis cristalografico por rayos X ha revelado que los dominios de las inmunoglobutinas
se encuentran formando parte de una estructura compacta caracteristica conocida como
“immunoglobulin fold”. Esta estructura consiste en un “sandwich” de dos laminas p
plegadas cada una formada por tres o cuatro cadenas 3 antiparalelas de aminodcidos.
Cada una de las cadenas estan conectadas por lazos de diferente longitud. Las cadenas B
se caracterizan por tener a.a. hidrofdbicos e hidrofilicos alternos cuyas cadenas laterales se
encuentran arregladas de manera perpendicular con respecto al plano de la ldmina. Los
aminodcidos hidrofébicos se encuentran orientados hacia el interior de la estructura
mientras que los hidrofilicos se encuentran orientados hacia fuera. Ambas laminas B se
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encuentran estabilizadas por interacciones hidrofébicas entre ellas y por la presencia de

puentes disulfuro conservados.

Aunque los dominios variables y constantes poseen una estructura similar, existen
diferencias entre ellos. Los dominios variables son ligeramente mas largos que los
dominios constantes. Esto se debe a que los dominios variables poseen un par de cadenas
13 adicionales dentro de la estructura de lamina 3 y un segmento lazo adicional conectando

dichas cadenas.

Entre los dominios Cul y Cu2 de las cadenas pesadas tipo «, & y vy existe una secuencia
peptidica que no guarda homologia con el resto de los dominios y se le conoce como
regién bisagra (Figura 1). Esta region es rica en prolinas, lo cual le confiere cierta
flexibilidad a las IgG, IgA e IgD. El gran nimero de prolinas presentes en la region bisagra
le confiere a esta zona una conformacion polipeptidica extendida, lo cual la hace
particularmente vulnerable a enzimas proteoliticas. Aunque las cadenas pesadas |t y £ no
poseen region bisagra, ellas presentan un dominio C,2 adicional con propiedades
parecidas a dicha region.

La comparacidn detallada de la secuencia de a.a. de los dominios Vi, y Vi ha revelado que
la variabilidad de secuencia estd concentrada en ciertas regiones conocidas como regiones
hipervariables. Existen tres regiones hipervariables en las cadenas pesadas (H1, H2 y H3)
y tres en las cadenas ligeras (L1, L2 y L3) tanto en humano como en ratén. Las regiones
hipervariables constituyen entre el 15%-20% de cada uno de los dominios variables y
conforman el sitio de unidn al antigeno. Como estos sitios son complementarios a la
estructura del epitope las regiones hipervariables también son conocidas como regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs). El 80%-85% restante de cada uno de los
dominios variables presentan mucho menor variacién. Estas regiones de menor variacion
son conocidas como regiones de armazon (FRs) (Davies and Metzger, 1983; Alzari PM et
al, 1988).

Las regiones marco y las regiones hipervariables poseen diferentes localizaciones dentro
del “immunoglobulin fold”. Las regiones FRs generan la estructura de ldmina 3 plegada
dentro de los dominios V) y V|, mientras que los CDRs estan localizados en los lazos que
conectan las cadenas [} de estos dominios. De esta manera la estructura tridimensional de

los dominios variables provee un marco rigido necesario para la funcion del anticuerpo y al
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mismo tiempo una enorme diversidad de sitios de unién al antigeno por variacién de la
longitud de los lazos hipervariables.

Estructura de las regiones hipervariables de las inmunoglobulinas.

Desde la década de los 70 comenzaron a surgir evidencias de que existia una relacion
entre la secuencia de aminodcidos y la estructura de las regiones hipervariables de las
inmunoglobulinas. A partir de entonces se han venido desarrollando trabajos que tratan de
explicar dicha relacion. Los primeros estudios revelaron que existian 13 sitios en las
cadenas ligeras y 7 en las cadenas pesadas que se conservaban al comparar las
secuencias de regiones hipervariables hasta entonces conocidas (Kabat et al, 1977; Kabat,
1978). A estos residuos conservados se les delegd un papel estructural mas que en la
especificidad. Un afio después el andlisis de las regiones hipervariables de cadenas ligeras
reveld que existian residuos conservados dentro de las regiones hipervariables que
coincidian con residuos conservados dentro de regiones hipervariables de estructuras
conocidas (Padlan, 1979). Este hecho dejaba claro el papel estructural de ciertos residuos
conservados dentro de la secuencia aminoacidica de las regiones variables de las

inmunoglobulinas.

Paralelamente, el andlisis de la estructura de Fab y proteinas de Bence-Jones
demostraron, que en muchos casos, las regiones hipervariables de la misma talla, aun
cuando tuviesen secuencias aminoacidicas diferentes, tenian la misma conformacién de
cadena principal (Padlan and Davies, 1975; Fehlhammer et al, 1975; Colman et al 1977;
de la Paz 1986).

Con base en estos antecedentes y a través de estudios comparativos de Fab y dominios
variables ligeros de secuencia y estructura conocida, se demostro que existe un repertorio
limitado de conformaciones de cadena principal para cinco de los seis lazos que forman
parte de las regiones hipervariables (H1, H2, L1, L2, L3) (Chothia and Lesk, 1987; Chotia et
al,, 1989; Tramontano et al.,, 1990). Al conjunto reducido de conformaciones que
comunmente tiende a adoptar la cadena principal de las regiones hipervariables de las
inmunoglobulinas se les denomino “estructuras canodnicas” (Chothia and Lesk, 1987; Chotia et
al., 1989; Tramontano et al., 1990). Se demostrd, ademas, que la conformacion adoptada
depende de los residuos conservados, antes descritos, los cuales poseen la capacidad de
formar puentes de hidrégeno y de asumir valores inusuales de angulos de torsion (6, ® 0 y)
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(Chothia et al., 1987). Estos se encuentran en sitios especificos dentro de las regiones
hipervariables y en ciertos lazos presentes en las regiones de armazdn. Asi, las regiones
hipervariables que poseen conformaciones similares en diferentes inmunoglobulinas poseen
los mismos residuos o residuos muy similares en estos sitios (Chothia at al, 1986). Ademas se
ha descrito que las estructuras canonicas dependen, también, del largo de los lazos
hipervariables (Chotia and Lesk, 1987; Chotia et al., 1989; Tramontano et al., 1990).

Teniendo en cuenta las reglas que relacionan la secuencia aminoacidica y la estructura
tridimensional de los lazos hipervariables de los anticuerpos, desde la Gitima década del siglo
pasado, se han venido analizando los genes funcionales de linea germinal (Chotia et al.,
1992; Willians and Winter, 1993; Cox et al,, 1994), seudogenes (Vargas-Madrazo et al, 1995;
Almagro et al., 1995) y secuencias maduras de aminodcidos (Chotia et al., 1989; Vargas-
Madrazo et al, 1995; Aimagro et al., 1995). El analisis ha corroborado la existencia de
estructuras candnicas en la mayoria de las secuencias de inmunoglobulinas.

Relacion entre la estructura y la funcion de las inmunoglobulinas.

Con el objetivo de encontrar una relacion entre la estructura y las propiedades de
reconocimiento de los anticuerpos y con base en el modelo de las estructuras candnicas, se
han venido estudiando la secuencia de genes de linea germinal, seudogenes y secuencias
rearregladas de anticuerpos. Se ha encontrado que existen ciertas caracteristicas geométricas
en los sitios de unién al antigeno que correlacionan con el tipo de antigeno reconocido
(Davies et al., 1990; Wilson et al., 1991; Webster et al., 1994; Wilson and Stanfield, 1993;
Almagro, et al., 1995, 1996, 1997, 1998, Vargas-Madrazo et al., 1995; Lara-Ochoa et Lara-
Ochoa et al., 1996; Soderlind et al., 2000). Anticuerpos con sitios de union relativamente
concavos tienden a reconocer moléculas pequefias; mientras que anticuerpos con sitios de
union planos reconocen, fundamentaimente, moléculas grandes (Rees and de la Paz, 1986;
Bolger and Sherman, 1991; Wilson et al., 1991; Webster et al., 1994; Vargas-Madrazo et al,
1995; Lara-Ochoa et al, 1996; Soderlind et al, 2000).

Se ha descrito que en muchos de los anticuerpos de estructura conocida aparecen ciertas
combinaciones de estructuras candnicas y que estas correlacionan con la geometria del sitio
de union y el tipo de antigeno reconocido (Vargas-Madrazo et al., 1995). De las 300 posibles
combinaciones de estructuras canénicas solo 10 describen, aproximadamente, el 90% de las
estructuras de inmunoglobulinas conocidas (Vargas-Madrazo et al, 1995). Este hecho
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restringe el espacio de conformaciones del sitio de unién al antigeno a unas pocas variantes
(Vargas-Madrazo et al, 1995).

Dentro de las 10 clases de estructuras candnicas mas frecuentes observadas dentro del
repertorio de las inmunoglobulinas los lazos hipervariables H1, L2 y L3 siempre muestran el
mismo tipo de estructura canodnica (Vargas-Madrazo et al, 1995). Este hecho sugiere que
dichos lazos no contribuyen a la variacion de !a geometria del sitio de unién al antigeno y
solamente los lazos hipervariables L1 y H2 juegan un papel en este aspecto (Vargas-Madrazo
et al, 1995). De esta manera una correlacion entre la longitud de L1 y H2 y el tipo de
antigeno reconocido indica que los anticuerpos que presentan un L1 y un H2 corto
reconocen, preferentemente, moléculas grandes; mientras anticuerpos con L1 y H2 largos
tienden a reconocer moléculas pequenias (Vargas-Madrazo et al, 1995). En los casos donde
la forma del sitio de union al antigeno no esta determinada por la longitud de los lazos L1 y
H2, ésta parece estar definida por el largo del lazo hipervariable H3 (Vargas-Madrazo et al,
1995). En estos casos se mantiene la geometria del sitio de union al antigeno pero ésta se
define por variaciones en la conformacion de H3 (Vargas-Madrazo et al, 1995).

En el caso de la especificidad fina, son importantes otros factores tales como algunos
residuos presentes en las cadenas laterales de los sitios de union al antigeno (Alzari et al.,
1990; Mian et al., 1991; Padlan et al., 1995), la disposicion relativa de los dominios Vu/Ve
(Davies and Metzger, 1983; Padlan, 1994) y rearreglos conformacionales de los anticuerpos
en respuesta a la unidn con sus ligandos {Colman et al., 1987; Wilson and Stanfield, 1993,
1994; Padlan, 1994).

Relacion entre la secuencia de aminoacidos del L1 y la geometria del sitio de
unioén al antigeno.

Existen fuertes evidencias de que la geometria del sitio de unién al antigeno depende,
fundamentalmente, del largo de los lazos hipervariables L1 y H2 (Vargas-Madrazo et al,
1995). Trabajos realizados por Almagro y colaboradores donde se comparan anticuerpos de
estructura conocida, asf como secuencias aminoacidicas de anticuerpos anti-péptidos y anti-
proteinas, han revelado evidencias que destacan la importancia del L1 en la geometria del
sitio de unidn at antigeno (Ramirez-Benitez [tesis doctoral, 20011]).

En el caso de los anticuerpos anti-péptidos se han descrito 4 longitudes diferentes para el L1
(7, 11, 12 y 13 residuos) (Al-Lazikani et al, 1997). Se ha demostrado que la mayoria de los
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anticuerpos anti-péptidos presentan longitudes en el L1 que oscilan entre 11-13 residuos (L1
largo), siendo la longitud de 12 residuos la mayormente representada.

La longitud de los lazos hipervariables 1.2 (3 residuos) y L3 (6 residuos) se encuentra
conservada en este tipo de anticuerpos. Ademas, las longitudes de los lazos hipervariables H1
(7-8 residuos con 7 residuos predominantemente) y H2 (5-6 residuos con 6 residuos
predominantemente), en este tipo de anticuerpos, se encuentran relativamente conservadas.

En contraste, se ha encontrado que los anticuerpos anti-proteinas presentan principalmente
un L1 corto. Para estos anticuerpos se han descrito longitudes de 6, 7, 8, 10, 11, 12, 13
residuos en el L.1; pero la gran mayoria de los mismos presentan entre 6-8 residuos en este
lazo hipervariable predominando la longitud de 7 residuos. El resto de los lazos hipervariables
en este tipo de anticuerpos poseen longitudes muy similares a las observadas en los

anticuerpos anti-péptidos.

En el caso del lazo hipervariable H3 de ambos tipos de anticuerpos se observa una gran
variedad de longitudes (5-17 residuos), se ha reportado que no existen diferencias
significativas entre anticuerpos anti-péptidos y anticuerpos anti-proteinas al comparar las
longitudes promedios de este lazo hipervariable (Almagro, comunicacion personat).

Se han reportado unos pocos casos de anticuerpos anti-péptidos que poseen L1 corto. En
estos casos, sin embargo, la estructura del sitio de unidn al antigeno conserva una geometria
concava. Este hecho esta soportado por la presencia de un lazo hipervariable H3 con una
longitud inusualmente larga (17 residuos). En el caso de los anticuerpos anti-proteinas
también se han encontrado excepciones a la que parece fa regla general. La presencia de un
L1 largo en la estructura de un anticuerpo anti-proteina genera un sitio de unién al antigeno
concavo. En estos casos al analizar como ocurre la interaccién del antigeno con el anticuerpo
se han encontrado dos fendmenos. En algunos casos la interaccion no es complementaria,
sino que el antigeno se coloca sobre la estructura del sito de unidn dejando vacia la cavidad
formada por el L1 largo. En otros casos el antigeno presenta una protuberancia que se encaja
en dicha cavidad y el resto de la proteina se acomoda sobre la superficie del sitio de union.

Todas las evidencias anteriores sobre la importancia del largo de! lazo hipervariable .1 en la
geometria det sitio de unidn al antigeno podrian ser un punto de partida en el disefio de

anticuerpos con las propiedades de reconocimiento deseadas.
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Uso de genes en fas inmunoglobulinas.

El conocimiento de los genes de linea germinal de humanos ha permitido observar que
existe una expresion preferencial de ciertos genes (Griffiths et al., 1994). En el caso de los
genes V, se ha observado que existe un uso preferencial del gen DP47, tanto /n vivo como
in vitro (Griffiths et al., 1994). Dentro de los genes V, se ha descrito que el gen Vk A27 se
expresa en uno de cada cuatro anticuerpos humanos (Griffiths et al., 1994). Ademas se ha
observado que A27 se encuentra unido, preferencialmente, a los genes "joining" JK1,
Estos antecedentes podrian sugerir que el gen A27 se utiliza en el reconocimiento de
diversas moléculas. Este gen en la linea germinal codifica para un L1 corto (12 a.a.)
(Tomlinson et al., 1995), lo cual podria sugerir que anticuerpos que lo contengan deben

reconocer, con preferencia, moléculas grandes.

El gen VL mds utilizado /7 vivo, después de A27 y el DPK9, es el DPK24 (Griffiths et al.,
1994). Este gen a diferencia de A27 y DPK9 posee un L1 largo (17 a.a.). Estas evidencias
hacen a A27 y a DPK24 fuertes candidatos para Hlevar a cabo un estudio comparativo en
cuanto a la relacion entre las propiedades de union de los anticuerpos y la conformacion

del sitio de interaccion con el antigeno.

Despliegue en fagos

Hace cerca de 15 afos la produccion de anticuerpos estaba limitada por laboriosos
esquemas de inmunizacién y/o la generacion de hibridomas. Las técnicas de ADN
recombinante y amplificacién de genes ha permitido la clonacién de genes de anticuerpos
en bacterias. Esta técnica de inmortalizacién acompafiada de la introduccion en 1985 de
una técnica novedosa conocida como “Phage Display” (Smith GP, 1985), ha permitido a los
investigadores contar con una metodologia que no involucra el complejo trabajo con
animales o hibridomas.

El despliegue de fragmentos de anticuerpos en la superficie de fagos filamentosos por
fusion a una proteina de la capside del fago (plll) (McCafferty et al., 1990; Barbas et al.,
1991; Breitling et al., 1991; Garrard et al., 1991; Hoogenboom et al., 1991; Marks et al.,
1991; Griffiths et al.,, 1994;) y la seleccion con el antigeno de los fagos que llevan
anticuerpos especificos, constituye un poderoso método para obtener anticuerpos con
especificidad de unién predeterminada (Winter et al., 1994). Para la obtencién de dichos
anticuerpos se puede partir de genes variables de inmunoglobulinas (Winter et al., 1991)
de animales inmunizados contra un antigeno especifico, no inmunizados (Marks et al.,
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1991; Hoogenboom and Winter, 1992), genes sintéticos (Soderlind et al., 2000) o sus
combinaciones (Rojas G et al., 2002). De esta manera se pueden obtener fragmentos de
anticuerpos de alta (Clackson et al.,, 1991) o mediana afinidad y con actividad
neutralizante contra virus (Barbas et al.,, 1992 a y b; Moulard M et al., 2002), toxinas
(Gémez et al., 2001), entre muchas otras opciones.

El despliegue de anticuerpos sobre la superficie de un fago y la seleccion de los mismos
contra un antigeno determinado, imita las caracteristicas de seleccion y diversidad del
sistema inmune. A través de este método se pueden obtener, utilizando un mismo
repertorio, fragmentos de anticuerpo con diferentes especificidades de union (Soderlind et
al., 2000), incluyendo aquellos anticuerpos dificiles de obtener por inmunizacidon como son
los autoanticuerpos (Griffiths et al., 1993; Marks et al., 1993; Farilla L et al., 2002).

La posibilidad que ofrece esta metodologia para construir bibliotecas de gran diversidad
molecular y seleccionar moléculas con propiedades determinadas la han hecho de amplia
aplicacion. Al mismo tiempo, es posible reemplazar fa inmunizacién de animales y el
desarrollo de hibridomas por un sistema en bacterias las cuales pueden ser capaces de
sintetizar y expresar cantidades ilimitadas de anticuerpo practicamente contra cualquier

antigeno.

Ciclo de vida del fago M13.

Los bacteriofagos son virus capaces de infectar una gran variedad de bacterias Gram-
negativas utilizando el pilus como receptor. De estos fagos uno de los mejores
caracterizados hasta el momento es el fago M13 el cual infecta cepas de Escherichia Coli
(£. Col)). A diferencia de otros fagos, M13 no provoca una infeccion litica a £. coli. Este
induce un estado en la célula infectada durante el cual la misma produce y secreta

particulas de fago sin que ocurra la lisis celular.

El fago filamentoso M13 tiene aproximadamente 895nm de largo y 9nm de didmetro.
Contiene un genoma de DNA simple cadena de 6407 bases las cuales codifican para 10
proteinas diferentes. EIl DNA esta envuelto por una cubierta protéica que contiene
aproximadamente 2700 copias del producto del gen 8 (pVIII). Un fago viable ademas
expresa entre tres y cinco copias del producto del gen 3 (plll) que codifica para una

proteina de la capside que se encuentra en la punta del fago.
La infeccion se inicia cuando el fago se une al pilus de una £, colf macho proceso mediado

por la proteina 3 del fago {pIIl)., Cuando el fago entra a la célula las proteinas de la

{2

TERTS CON
. NHOEN




Introduccion

capside son removidas y depositadas en la membrana interna. Al mismo tiempo la
maquinaria de replicacion de la bacteria convierte la cadena sencilla de ADN parental del
fago en doble cadena (FR). Después de ser replicada, la doble cadena de ADN vuelve a
convertirse en cadena sencilla la cual se empaqueta en una nueva particula de fago. El
péptido sefial de las proteinas plll y pVIII dirigen a las mismas hacia la membrana interna
de la bacteria. La particula de fago madura es extruida a través de la membrana interna
sin que se afecte el crecimiento de la célula. La produccién de fagos continua hasta que
eventualmente fa célula muere por la acumulacidn de componentes toxicos del fago (pIil)
o productos de desecho de la célula. En la figura 2 se muestra un dibujo esquematico de
un fago filamentoso expresando un anticuerpo en formato de fragmento variable de
cadena sencilla (scFV).

Las proteinas plll y pVIII estan directamente involucradas en la clonacién y expresidn de
anticuerpos como proteinas de fusion (Hoess RH, 2001; Rodi and Makowski, 1999;
Vaughan et al, 1998; Griffiths and Duncan, 1998; Zwick et al, 1998; Dall'Acqua and
Carter, 1998; Raag and Withlow, 1995; Winter et al, 1994). Muchos péptidos cortos y una
gran variedad de proteinas han sido desplegadas en la regidn amino terminal de la
proteina plIl madura. En cambio la proteina pVIII parece tolerar solamente insertos cortos
(5-6 a.a.) (Greenwood et al,, 1991). Ademas se ha reportado el uso de la proteina pIX del
fago para desplegar, eficientemente, anticuerpos procedentes de una biblioteca no inmune
de humano, acoplados a fa regién amino terminal (Gao et al, 2002).

Para poder ser recuperados como fago-anticuerpos, los scFvs son clonados en vectores
fagémidos. Estos vectores llevan dos origenes de replicacién, uno para fago Mi3 y otro
para E. coli Esto permite que los mismos puedan ser crecidos como plasmidos o,
alternativamente, empacados como fagos recombinantes con la ayuda de un fago
ayudador (“helper”) tal como el M13/KO?7.

El uso de un vector fagemido permite el despliegue monovalente de los anticuerpos. Esto
es posible gracias a que existe una competencia entre la plll salvaje (“wild type”) y la pllI
fusionada al fragmento de anticuerpo por la incorporacién en el fago. Esto hace que por
cada fago se exprese, solamente, una copia del! anticuerpo fusionado. Incluso en la
mayoria de los casos no se logra expresar ni siquiera una copia de este ultimo. De esta
manera se pueden obtener de una forma mas eficiente anticuerpos de alta afinidad al
evitar el fenomeno de avidez (O'Connell et al, 2002).
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| R ———
ADN g3 Vi Vi
98p (pYIII) a3p (pIII) scFv

Figura 2. Representacion esquematica de un fago desplegando un anticuerpo en formato de ScFV.
El fago consiste de ADN circular rodeado de proteinas de cubierta. La g8p (pVIII) es la proteina
principal, mientras que g3p (plll} se localiza en la punta del fago y es la proteina menos
representada. Los genes que codifican para los scFvs se encuentran fusionados a plil y estdn

presentes en el genoma del fago.

Fragmentos de anticuerpos

Las moléculas de anticuerpos contienen dominios de proteinas que pueden ser separados
por digestidn con proteasas o producidos por tecnologia recombinante, Dos tipos de
fragmentos de unidn a antigeno denominados como Fab y Fv han sido clonados y
expresados sobre la superficie de fagos filamentosos. Los Fab consisten de segmentos Vy-
Cul y Vi-C_ unidos por puentes disulfuro. Existen ademds los Fv, los cuales estdn
compuestos solamente de regiones V,, y V.. La versién recombinante de los Fv es conocida
como scFv (fragmento variable de cadena sencilla). Las dos regiones variables en los scFv
son unidas por un péptido sintético compuesto de serinas y glicinas repetidas (SGlya)s ¥
expresadas como una cadena polipeptidica. El péptido unidor permite la asoclacién de los
Vi ¥ los V, para formar un sitio de unién a antigeno (revisado en Asan ME et al, 2002).

Expresion de Anticuerpos por Despliegue en Fagos

La expresién del anticuerpo unido a la proteina plll estd controlada por un promotor
inducible /ac presente en el vector pSyn 2. Este promotor esta regulado por el represor de
/lac (/ac 1%). Bajo determinadas condiciones la transcripcidn del promotor /ac por la ARN
polimerasa de £ colf estd bloqueada por el represor lac y la proteina de fusién plll no se
expresa, Como la acumulacion de la proteina plil es tdxica para la célula antes de la
infeccién con M13/KO7 es importante que la expresion de plll se encuentre inhibida. La
inhibicién se logra por adicion de glucosa al medio de cultivo. Una vez que las células son
infectadas con el fago ayudador se induce la expresién del scFv y la proteina plll por
medio de 1a eliminacién de la glucosa y 1a adicidn de IPTG.
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Hipdtesis y Objetivos

HIPOTESIS

Existe una correlacion entre la geometria de los sitios de union para el antigeno y el
tamafio del antigeno reconocido (Vargas-Madrazo et al., 1995; Lara-Ochoa et al., 1996).
Anticuerpos con sitios de unién relativamente planos tienden a reconocer proteinas;
mientras que anticuerpos con sitios de unidn céncavos, preferentemente, reconocen
moléculas pequefias.

La utilizacion del gen variable ligero A27 debe producir repertorios que reconozcan
diversos antigenos.

La construccion de un repertorio que contenga al gen variable A27 debe reconocer
moléculas grandes, mientras que un repertorio que contenga al gen variable A27
modificado (cambio del L1 por el de el gen DPK24) debe reconocer moléculas pequefias.

OBJETIVOS

Teniendo en cuenta todos los antecedentes que existen sobre el tema, nos hemos
propuesto como objetivo general de nuestro proyecto, demostrar que existen reglas que
gobiernan el reconocimiento molecular mediado por anticuerpos y que estas reglas
permiten disefiar e implementar repertorios de anticuerpos con preferencia para unir
ciertos tipos de moléculas. Estos repertorios estan basados en disefio y son diferentes,
desde el punto de vista conceptual, a cualquiera de los repertorios hasta la fecha

conocidos.
Como objetivos especificos de nuestro trabajo nos hemos propuesto:

+ Disefar y construir dos bibliotecas de anticuerpos desplegados en fagos con
caracteristicas de reconocimiento preferenciales.

e Caracterizar dichas bibliotecas.

e Seleccionar ambas bibliotecas contra un panel de antigenos de interés biomédico y
que incluya moléculas de diferente tamano.

« Seleccionar anticuerpos especificos contra cada uno de los antigenos en cuestidn.

e Caracterizar los anticuerpos seleccionados atendiendo a su secuencia y especificidad.
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MATERIALES

Cepas de £, coli

Durante el desarrollo de los experimentos fueron empleadas dos cepas de £ coli. Para
expresar los fragmentos de anticuerpos como fagos y durante toda la etapa de seleccion
se empled la cepa de £ co/i XL1blue. Esta cepa tiene resistencia a tetraciclina lo cual
permitid su seleccion. Es F lo cual permitio la expresion de los scFv como fago-
anticuerpos. Ademas es Rec A’ lo que es importante para evitar recombinacion y con ello la
introduccion de mutaciones en las construcciones durante el proceso de seleccion.

Para la produccién de anticuerpos solubles se utilizo la cepa de £. co/i TG1. Esta cepa no
presenta resistencia a ningan antibidtico, es RecA” y expresa buenas cantidades de
anticuerpos solubles. Ambas cepas son parcialmente supresoras, !0 cual le permite leer el
codon de terminacion ambar como una glutamina,

Plasmidos

X4-A27: Vector pCANTAB 5B que en su sitio de clonacion multiple posee un scFv formado
por un gen de fa familia Vi3 de humano (DP47) y el gen V, de humano (A27). Ambos
genes se encuentran ensamblados a través de un fragmento unidor compuesto de una
serina (S) y cuatro glicinas (G) repetidas tres veces (SGs)s. Este plasmido fue utilizado
como molde para amplificar el gen variable ligero A27 y el unidor (construido por Almagro
y colaboradores).

X4-A27mod - Este plasmido es una variante del X4-A27 que posee el L1 del gen variable
ligero DPK24. Este gen posee un L1 largo (13 residuos) en lugar del L1 corto (8 residuos)
del gen A27. Fue utilizado para amplificar el gen A27mod (construido por Almagro y
colaboradores).

PSyn1 : Es un vector de expresion derivado del vector pHEN 1. Posee un péptido sefal que
permite que el fragmento clonado en el sitio de clonacién multiple pase del citoplasma de
la célula hacia el espacio periplasmico. Presenta sitios de reconocimiento para las enzimas
de restriccién Sfi 1 y Not 1. No posee proteina plll y permite expresar los scFv en forma de
anticuerpo soluble. Tiene resistencia a ampicilina lo cual permite la seleccion de colonias
transformadas con el plasmido. Ademads, a continuacion del sitio de clonacion, presenta
una cola de histidinas (Hq) que permite que el fragmento de anticuerpo clonado sea
purificado a través de una columna de niquel. Fue empleado para subclonar los
fragmentos de anticuerpos especificos contra cada uno de los antigenos.
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PSyn2 : Es un vector fagémido derivado del vector pHEN 1. Este presenta un sitio de
clonacion miiltiple seguido de un tag de c-myc que permite el reconocimiento por ELISA
del fragmento de anticuerpo. A continuacion se encuentra un coddén de paro dmbar al que
sigue la proteina de la cépside del fago filamentoso M13 plIl, Esta disposicion permite que
el fragmento de anticuerpo clonado pueda ser expresado como fago-anticuerpo en la
superficie del fago M13 asociado a la pIIl. Al igual que el pSynl posee un gen que le
confiere resistencia a ampicilina y un péptido sefial que permite el paso de la fusién del
citoplasma al periplasma celular. Ademas presenta un origen de replicacion para £, coliy

otro para M13.

Fago Helper

Para el rescate de las bibliotecas en forma de fago-anticuerpo se empled el fago
filamentoso M13/KO7. Este fago posee la capacidad de proveerle a un vector fagémido las
proteinas que necesita para empaquetarse en forma de particula infectiva. Este fago
contiene todos los genes que codifican para las proteinas de la capside pero son
deficientes en la replicacion.

En todos los experimentos el rescate de las bibliotecas como fago-anticuerpos se llevd a
cabo con una concentracién entre 10'-10"UFP/L de cultivo celular.

Medios de cultivo

Y72X: bactotriptona (16g/L), bactoextracto de levaduras (10g/L) y NaCl (5g/L); pH 7.0.
SB: bactotiptona (32g/L), extracto de levaduras (20g/L) y NaCl (Sg/L); pH 7.5.

LB: bactotriptona (10g/L), extracto de levaduras (5g/L) y NaCl (10g/L); pH 7.0.

Seleccion de los Antigenos

Para la seleccién de los antigenos se tuvo en cuenta como primer criterio que fuera un
panel con caracteristicas tales que nos permitiera probar nuestra hipétesis de trabajo. El
segundo factor a tener en cuenta fue la disponibilidad de los mismos. Ademds se trataron
de elegir antigenos que tuvieran alguna importancia desde el punto de vista biomédico o

biotecnoldgico.

Teniendo en cuenta estos tres criterios se seleccionaron dos toxinas de alacran, la
principal toxina presente en el veneno de la arafia viuda negra y espermatozoides

murinos,
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A continuacién se describen algunas de las caracteristicas principales de los antigenos
elegidos.

Toxinas de alacran

En el mundo existen, aproximadamente, 1500 especies diferentes de alacran (Possani et
al.,1999), pero solo las pertenecientes a la familia Buthidae son consideradas peligrosas
para el hombre (Granier C, et al., 1989). Estas especies pueden ser encontradas en Africa
del Norte (Androctonus y Buthus), Libia (Leiurus), México y el sur de los Estados Unidos
( Centruroides) y Brasil { Tityus) (Granier C, et al., 1989; Possani et al.,1999).

El veneno contenido en las glandulas venenosas de los alacranes estd constituido por una
gran variedad de componentes activos bioldgicamente: enzimas, péptidos, nucléotidos,
lipidos, mucoproteinas y aminas biogénicas entre otros (Possani et al.,1999). De todos
estos los mas estudiados son los polipéptidos que reconocen canales idnicos y receptores
en membranas de células excitables (Catterall WA, 1980; Garcia ML et al, 1997; Valdivia
HH et al, 1992; Gordon D et al, 1998) y los cuales son peligrosos para muchos organismos
incluyendo el hombre (Miranda F et al, 1970; Zlotkin E et al, 1978; Possani LD, 1984).
Hasta el momento han sido descritas cuatro familias de toxinas que interacthan con
canales ionicos: toxinas que se unen a canales de Na* (Catterall WA, 1980; Rochat H et al,
1979), toxinas que se unen a canales de K* (Carbone E et al, 1982; Possani LD et al,
1982; Miller et al 1985), toxinas que se unen a canales de Cl (Debin JA et al, 1993) y
toxinas que se unen a canales de Ca’* (Valdivia H and Possani, 1998).

Todas las toxinas especificas para canales de Na' poseen entre 60-76 residuos de
aminodcidos y estan estabilizadas por cuatro puentes disulfuro (Possani LD, 1984; Gordon
D et al, 1998; Rochat H et al, 1979; Lebreton F et al, 1994; Becerril B et al, 1995). Entre
estas se encuentran incluidas las toxinas Cn2 (Centruroides noxius) y Cll1 ( Centruroides
limpidus limpidus), las cuales seran objeto de estudio durante este trabajo por su

importancia médica en México.

En México los Gnicos alacranes que representan un riesgo para los seres humanos son los
del género Centruroides (Dahesa-Davila and Possani, 1994). Dentro de este género una
de las especies mas peligrosas es Centruroides limpidus 1a cual es responsable del mayor
nimero de accidentes por envenenamiento en este pais (Dehesa-Davila M, 1989). Sin
embargo, el mas toxico de todos los alacranes mexicanos es el Centruroides noxius (Dent
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MAR, et al., 1980), perc es menos importante desde el punto de vista médico porgue no
co-habita con los seres humanos. Las toxinas de alacran provenientes de una de las
subespecies de Centruroides Limpidus: Centruroides limpidus limpidus representan las mas
peligrosas para humanos en México ya que mas del 50% de las picaduras de alacrdn en

este pais ocurren por dicha sub-especie.

Cada afio se registran cientos de miles de casos de picadura de alacran y de estos ocurren
cientos de muertes (Granier C, et al., 1989). Hasta el momento el unico tratamiento
especifico contra envenenamiento por picadura de alacran es el uso de sueros anti-
alacran. Estos son obtenidos a partir de caballos inmunizados con glandulas de veneno
maceradas. Las inmunoglobulinas del caballo son digeridas con pepsina y los F(ab’); son
purificados y usados como antivenenos. Estos productos contienen F(ab’); irrelevantes lo
cual provaca que se necesite aplicar altas dosis del antiveneno para neutralizar el efecto
del veneno. Es por ello que seria ventajoso obtener anticuerpos dirigidos especificamente
contra los epitopes responsables del efecto del veneno para asi producir una antiveneno

mas especifico y eficiente.

Cn2 es una de las toxinas que afectan canales de Na* mas potentes presentes en el
veneno de Centruroides noxius, ademas de constituir el componente mas abundante
(Zamudio et al, 1992). Se conoce que anticuerpos policlonales generados contra CnZ2 son
capaces de proteger contra el envenenamiento causado por el veneno completo
(Calderon-Aranda et al, 1993). Se ha reportado ademas un anticuerpo monoclonal (BCF2)
capaz de reconocer y neutralizar el efecto toxico de fa toxina Cn2 pura (Zamudio et al,
1992); asi como el veneno soluble (Licea AF et al, 1996).

Toxinas de Viuda Negra

El veneno de viuda negra contiene varias toxinas protéicas que afectan especificamente
vertebrados, insectos y crustdceos (Frontali et al.,1976). Entre estas toxinas la (nica
proteina toxica para vertebrados es la o-latrotoxina (LTX) (Frontali et al.,1976). La masa
molecular de la toxina madura es de aproximadamente, 131 kDa (Frontali et al., 1976;
Volynski et al., 1999).

In vivo, las células blanco de la LTX son las neuronas sensoriales y motoras. Como
consecuencia de [a accion de esta toxina sobre sus células blanco ocurre una potente
descarga de neurotransmisores desde las terminales nerviosas, ya que la LTX estimula la
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exocitosis de pequefias vesiculas sindpticas que contienen varios neurotran smisores
(acetilcolina, glutamato, acido y-aminobutirico) (Rosenthal and Meldolesi, 1989; De Potter
et al, 1997; Barnett et al., 1996; Tse and Tse, 1899). Hasta el momento, han sido
descritos dos receptores para la LTX: la neurexina y la latrofilina, los cuales no estin
relacionados desde el punto de vista estructural o funcional (Ushkaryov et al., 1992;
Lelianova et al., 1997). Por otra parte, uno de los principales efectos de la LTX es la
formacion de poros selectivos a cationes en la membrana plasmatica de sus células blanco

(Rosenthal and Meldolesi, 1989).

Se conoce ademas que la LTX es un dimero estable que puede formar tetrameros (Orlova
et al., 2000). Cada monomero posee tres dominios diferentes unidos consecutivamente.
Existen datos preliminares, obtenidos en el Instituto de Biotecnologia, que sugieren gue
anticuerpos policlonales generados contra la region amino de la «—latrotoxina (residuos del
1-450, aproximadamente), neutralizan la accion toxica de [a toxina completa (solicitud de
patente No. PCT/MX00/00048). Con base en estos antecedentes, en nuestro trabajo, fue
utilizada esta region para seleccionar anticuerpos humanos a partir de cada una de las

bibliotecas.

Caracteristicas generales de la Reaccion Acrosomal.

Uno de los eventos indispensables para que ocurra la fecundacidn es la reaccion
acrosomal (RA). El acrosoma es una vesicula secretoria derivada del aparato de Golgi, la
cual se encuentra ubicada en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide. Esta
contiene las enzimas necesarias para que ocurra la penetracion del espermatozoide a

través de la capa externa del dvulo (Knobil et al, 1994).

La RA es un evento de exocitosis que consiste en la fusion de la membrana acrosomal y la
celular en multiples sitios de la cabeza del espermatozoide, seguido de lo cual ocurre la

liberacién de las enzimas liticas presentes en el acrosoma.

Ademads, durante la RA el espermatozoide expone nuevos elementos membranales que se
requieren para la penetracion de la capa externa del dvulo y la fusion de ambos gametos
(revisado en Lopez Gonzalez [tesis doctoral, 20023).
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Oligonucléotidos

Los oligonucléotidos utilizados se listan en la Tabla 1.

Tabla 1

Gen amplificado

Secuencia del oligonucléotido empleado

Regiones VH*

HuVH1aBACK 5-CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GG-3'
HuVH2aBACK 5-CAG GTC AAC TTA AGG GAG TCT GG-3*
HuVH3aBACK 5-GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GG-3'
HuVH4aBACK 5-CAG GTG CAG (TG CAG GAG TCG GG-3'
HuVH5aBACK & GAG GIG CAG CTG T1G CAG TCTGC-3
HuvVHEaBACK 5'-CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG-3'

Regiones JH?

HuH1-2FOR 5 TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT GCC 3°
HUuJH3 FOR &-TGA AGA GAC GGT GAC CAT TGT CCC-3’
Hult4-5FOR 5-TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT TCC-3'
HulH6 FOR ' TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC-3'

Unidor®

RHuUJH1-2 5" GCA CCC 1GG TCA CCG TCT CCT CAG G1G G-3°
RHUIH3  5-GGA CAA IGG TCACCG 1CT C1E CAGGIG G-3
RHuJH4-5 5'-GAA CCC TGG TCA CCG TCT CCT CAG GTG G-3'
RHUJH6 5 GGA CCA CGG TCACCG I1CT CCT CAG GIG G-3'
RHUVA3aBACKFv 5-GGA GAC TGC GTC AAC ACA ATT TCC GAT CCG CC-3’

A27/A27mod

HuV4A3aBACK 5'-GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CC-3™
A27-18 51T GAT 11TC CACC1T GG CCC 1'1G GCC GAA CGT 3
A27-12 5-AGG TT11 CIG CIG GTA CCA GGC TAA GIA GTI CTT ATT GTT GGA
GCT GTA TAA AAC ACT CTG GCT GGA CCT GCA GGA GAG GGT GGC TT

ScFv
Sfi I/Not I

HUVH 1aBACKSfi 5-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG
CTG GTG CAG TCT GG-3'

HuVH2aBACKSfi 5" GIC CT1C GCA ACH GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTC AAC
TTA AGG GAG 1CT GG-3°
HUVH3aBACKSfi 5-GTC CIC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG
CTG GTG GAG TCT GG-3'

HUVH4aBACKSfi 5'-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG
CTG CAG GAG 1CG GG-%

HUVHS5aBACKSfi 5-G1C CI'C GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTG CAG
CTG T1G CAG IC1 GC-3

HuVHBaBACKS 5-GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC CAG GTA CAG
CTG CAG CAG TCA GG-3'

Hulk1aBACKNot 5'-GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT TTC CAC CTT
GGT CCC-3

scFv/pSyn2

Lmb 3 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'
pCANTABS-S6 5'-GTA AAT GAA TTT TCT GTA TGA GG-3'

a) Marks et al., 199

1
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METODOLOGIA

Obtencion de los ARNSs.

El ARN se aislé mediante el método descrito por Chomczyski (Chomczyski P and Sacchi N.,
1987). Las células provenientes de sangre periférica de 5 individuos sanos fueron
resuspendidas en solucion desnaturalizante (solucidn D), la cual contiene 4M tiocianato de
guanidino, SM citrato de sodio pH 7.0, 0.5% sarcosil y 100mM 2-mercaptoetanol, y se
pasaron por una jeringa con aguja 23G. Luego se efectud la extraccion y purificacion con
fenol-cloroformo. La fase acuosa se sometio a dos precipitaciones sucesivas con isopropanol
a ~20°C por una hora. El ARN precipitado fue lavado con etanol al 75% vy resuspendido en
agua con dietil-pirocarbonato (DEPC). La concentracion de ARN total se determind por
absorbancia a 260mn considerando que 1 unidad de absorbancia corresponde a 40 pg/mL.

Transcripcion Reversa.

Los ARN obtenidos fueron utilizados para la sintesis de ADN complementarios (ADNc) por
transcripcion reversa. Para la obtencion de los ADNc se tilizd un juego de reactivos para
transcripcion reversa de BOEHRINGER MANNHEIM (1% Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
AMV), Se prepard una mezcla de 20uL por reaccion que contenia SmM de MgCly, 1X de
solucién amortiguadora (100 mM de Tris, 500mM de KCI; pH 8.3), 1ImM de una mezcla de
dNTPs, 50U de inhibidor de ARNasa, 20U de la enzima Reverso Transcriptasa (AMV) y 3.2ug
de oligonucléotidos hexameros al azar (Ng). La sintesis del ADNc se llevo a cabo en un
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems) y las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: 10min. a 25°C, para el alineamiento de los hexameros a los
moldes de ARN; 45min. a 42°C, para la sintesis del ADNc y 5min. a 99°C para inactivar la
reverso transcriptasa. El producto obtenido fue utilizado para realizar la sintesis de la
segunda hebra de ADN como se explica en la siguiente seccién.

Amplificacion por PCR

Obtencion de los genes variables.,
La amplificacion de los genes variables y el unidor se llevd a cabo por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Para realizar la reaccion de PCR se prepard una
mezcla de 20uL por reaccion que contenia 1X de solucién amortiguadora para Vent ADN
polimerasa (10mM de KCl, 10mM (NH,4),50,, 20mM de Tris-HCl pH 8.8, 2mM de MgSO,,
0.1% de Triton X-100), 2.5mM de una mezcla de nucléotidos trifosfatos (ANTP ) y 0.8U de
enzima Vent ADN polimerasa (NEB) la cual es una polimerasa de alta fidelidad. A la mezcla se
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le afiadieron 10pmol/reaccién de oligonuciéotidos especificos para la amplificacién de cada
gen. En la tabla 1 se describen las secuencias de los oligonucléotidos y el gen amplificado en
cada caso. Las condiciones de la reaccién en el caso de la amplificacion de los genes
variables pesados fueron las siguientes: 4min. a 94°C; 25 ciclos de imin. a 94°C, 1min. a
57°C y 1min. a 72°C; 10min. a 72°C.

Para la amplificacion de los genes variables ligeros A27 y A27mod se tomaron como
templado los plasmidos X4-A27 y X4-A27mod respectivamente. Las condiciones de reaccion
fueron las siguientes: 4min. a 94°C; 25 ciclos de 1min. a 94°C, 1min. a 56°C y imin. a 72°C;
10min. a 72°C.

Ademas se sintetizé un unidor compuesto de una serina (S) y cuatro glicinas (G) y repetidas
tres veces (SG,);. En este caso se utilizd como templado el pldsmido X4-A27 y las condiciones
de reaccién fueron las siguientes: 4min. a 94°C; 25 ciclos de 1min. a 94°C, imin. a 50°C vy
1min. a 72°C; 10min. a 72°C.

En todos los experimentos se incluyé un control negativo que contenia todos los reactivos
excepto el ADN molde. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de
agarosa 2% para verificar su tamafio y concentracion.

Obtencion de los scFvs

Los fragmentos variables de cadena sencilla (scFvs) fueron obtenidos por PCR sobrelapado a
partir de los genes variables y el unidor. Para la reaccion de PCR se prepard una mezcla de
ADN que contenia: 175ng de los genes Vs, 150ng de los genes V. y 60ng del unidor. A la
mezcla de ADN se adiciond 1X de solucién tamponada para PCR con Vent ADN polimerasa,
2.5mM de dNTP y 0.8U de Vent ADN polimerasa. El volumen de la mezcla final fue de 25ul..
Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 8 ciclos de 1Imin. a 94°C, 1min. a 64°C y
imin. a 72°C; 25 ciclos de 1min. a 94°C, 1min. a 55°C y 1min. a 72°C y 1 ciclo de 10min. a
72°C. Los oligonucléotidos fueron afadidos después de los 8 primeros ciclos y sus secuencias

son listadas en la tabla 1.

Introduccion de sitios para enzimas de restriccion.

Con el objetivo de introducir sitios para las enzimas de restriccion Sfi 1 y Not I, los scFv
fueron sometidos a una reaccion de PCR. Para realizar la reaccion de PCR se preparé una
mezcla de 25uL que contenia: 1X de solucion amortiguadora para PCR, 2.5mM de dNTPs,
0.8U de Vent ADN polimerasa y 10pmol de cada uno de los oligonucléotios conteniendo sitios
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para las enzimas de restriccion Sfi 1y Not I (ver secuencias en la tabla 1). Las condiciones de
reaccién fueron las siguientes: 25 ciclos de 1min. a 94°C, 1min. a 55°C y 1min. a 72°Cy 1
ciclo de 10min. a 72°C. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de

agarosa 1.6% para comprobar su tamafio y concentracion.

Los productos de PCR en cada caso fueron purificados por medio de un juego para
purificacion de la compaiiia Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706).
En la Figura 6 se muestra un esquema representativo de la construccidn de los scFv en cada

€aso.

Digestion de los scFvs
Los scFv fueron digeridcs con las enzimas de restriccion Sfi I y Not I para su posterior
clonacion en el vector fagémido pSyn2 el cual fue digerido, previamente, con las mismas

enzimas.

Para la reaccion de digestion con la enzima Not I se preparé una mezcla de 200uL que
contenia: 1X de solucion amortiguadora para la enzima Not I (NEB buffer 3: 100mM de NaCl,
50mM de Tris-HC! ph 7.9, 10mM de MgCI2 y 1mM de DTT), 10U de enzima Not I (NEB), 1X
de BSA y el ADN correspondiente. La digestion se llevd a cabo por 4h. a 37°C. Ei producto
digerido con la enzima fue purificado (QIAquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706) y digerido
con la enzima Sfi I (NEB). Para la digestion con la enzima Sfi 1 se preparé una mezcla de
2004k que contenia: 1X de solucidon amortiguadora para enzima Sfi 1 (NEB buffer 2: 100mM
de NaCl, 50mM de Tris-HCI ph 7.9, 10mM de MgCi2 y 1mM de DTT), 10U de enzima Sfi I
(NEB), 1X de BSA y el ADN correspondiente. La digestion se llevd a cabo por 4h a 50°C. El
producto digerido con ambas enzimas se purificé (QIAquick Gel Extraction Kit, No. Cat.
28706). El producto purificado se separd en un gel de agarosa 1.6% para verificar su
concentracion y calidad. Las condiciones para la digestion del vector fueron similares. En la
Figura 7 se muestra un esquema representativo de la obtencion de fago-anticuerpos el cual

incluye el paso de digestion.

Clonacion de los scFv en pSyn2.

Los scFv digeridos fueron clonados en el vector pSyn2 (Figura 7). Para la reaccion de ligacién
se preparo una mezcla de 1mL que contenia: 1X de solucién amortiguadora (S0mM de Tris-
HCl pH 7.5, 10mM de MgCl2, 10mM de DTT, 1mM de ATP y 25ug/mL de BSA) y 100U de
enzima ligasa (NEB). A la mezcla se afiadié ADN del vector y los scFv en una relacion molar
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de 1:3 (250ng de vector/150ng de cada scFv). La mezcla se incubd por 4h a TA. El producto
ligado fue purificado (QIAquick Gel Extraction Kit, No. Cat. 28706) y utilizado para los

experimentos de transformacién.

Transformacion de las bibliotecas.

Las construcciones fueron transformadas por electroporacion en la cepa de £. coli XL-1blue
(Figura 7). Se realizaron un tota! de 10 electroporaciones en cubetas para electroporar de 0.1
mm de separacion entre las placas (Biorad). En cada electroporacion se mezclaron 50uL de
células mas 10ulL de ADN. La eficiencia de transformacion, asi como, el tamafio de las

bibliotecas se determind por titulacidn (nimero total de colonias independientes).

Obtencién del Fago Helper (M13/K07).

Para la preparacion del fago helper se utilizaron células XL1Blue. En un primer paso las
células fueron crecidas en medio SB (triptona, extracto de levadura y NaCl pH 7.5) e
infectadas con fago helper M13/KO7 comercial (Pharmacia Biotech). Después de la
infeccion el cultivo fue crecido toda ta noche. A continuacion se precipitaron las células por
centrifugacion y el sobrenadante conteniendo los fagos fue sometido a dos precipitaciones
con PEG/NaCl (20%/2.5M). Los fagos precipitados fueron resuspendidos en TBS1X
(150mM de NaCl y 50mM de Tris pH) y calentados a 70°C para eliminar los restos de
células. Los fagos fueron almacenados en 15% de glicerol a —20°C.

Una vez purificado el fago helper M13/KO7 fue titulado por infeccion de un cultivo celular
(XL1Blue) saturado. El titulo obtenido fue de 1x10'! UFP/mL.

Rescate de las bibliotecas como fago-anticuerpos

El fago M13/KO7 fue utilizado para la infeccion de un cultivo celular de XL1 Blue previamente
transformado con cada una de las bibliotecas. Se empled una relacién final de 10'* UFC de
M13/KO7/mL de cuitive (D.O.4gonm 0.7-0.9). Los fagos fueron sometidos a dos precipitaciones
con 20%/2.5M de PEG/NaCl. Los fagos precipitados fueron utilizados para las rondas de
seleccion. El protacolo se repitid para cada una de las rondas de seleccion (4).

Caracterizacion de las bibliotecas por “fingerprinting” y secuenciacién.

La calidad de los repertorios se determind por “fingerprinting” y secuenciacién de un
conjunto de clonas seleccionadas al azar. Los oligonucléotidos utilizados para secuenciar se
describen en la tabla 1. Para el ensayo de “fingerprinting” se amplificaron por PCR los scFvs
de clonas seleccionadas al azar de cada una de las bibliotecas originales y de las clonas

‘”‘.”‘l
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positivas después de la cuarta ronda de seleccion. Los fragmentos obtenidos fueron digeridos
con la enzima de restriccion de corte frecuente BstN I. De esta manera se puede obtener un
patrén de corte de ADN para cada una de las secuencias diferentes y tener idea de la
diversidad de cada una de las bibliotecas.

De cada una de las bibliotecas se seleccionaron 30 clonas para llevar a cabo un analisis de

las mismas por secuenciacion.,

Seleccion.

Los fago-anticuerpos correspondientes a cada una de las bibliotecas fueron utilizados para
realizar rondas de tamizado contra diferentes antigenos de interés biomédico. Se
emplearon 4 ligandos diferentes, dos de ellos son toxinas de alacrén y el tercero es una
toxina de viuda negra. Ademas se utilizaron espermatozoides murinos. En todos los casos
se efectuaron cuatro rondas de seleccion con el objetivo de encontrar dentro de nuestras

bibliotecas anticuerpos especificos contra los diferentes antigenos.

Entre las toxinas de alacran utilizadas se encuentran la Cn2 de Centruroides noxius y la
toxina de Centruroides limpidus limpidus Cll1. Esta ultima constituye la especie mas
peligrosa de México ya que aun cuando no es la mas tdxica co-habita con los seres

humanos.

Ademas se utilizo la regién amino (primeros 450 a.a.) de la toxina de viuda negra o-
latrotoxina (LTX). Se utilizé solo esta regién porque se ha reportado que anticuerpos
contra esta region son capaces de neutralizar, al menos parcialmente, la accién téxica de!
veneno completo (solicitud de patente No. PCT/MX00/00048).

Para el caso de las toxinas, la seleccién se realizé como sigue. En inmunotubos de 4 mL se
incubaron las toxinas a temperatura ambiente (TA) toda la noche en una solucién
amortiguadora de 50mM de bicarbonato de sodio pH 9.6. Al dia siguiente los tubos fueron
incubados por 2h con leche descremada 2% en PBS 1X (MPBS 2%) para bloguear los
espacios no cubiertos por las toxinas. A continuacion se realizé una incubacion de 1h a
37°C con 10'* particulas de fago conteniendo los fragmentos de anticuerpos desplegados
en su superficie (fago-anticuerpos). Los fago-anticuerpos unidos al antigeno fueron eluidos
con 100mM de Trietilamina (TEA) y utilizados para rondas sucesivas de seleccion (4). En
cada ronda la concentracion de antigeno fue disminuida a la mitad para asi seleccionar
aquellos fago-anticuerpos con mayor afinidad por cada uno de los antigenos (Tabla 3).
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Para el caso de los espermatozoides murinos seguimos un esquema de seleccion
diferente. El objetivo, en este caso, era seleccionar anticuerpos que reconocieran
moléculas que se expresan después de la capacitacion de los espermatozoides. La
seleccion se realizé como sigue: los espermatozoides fueron extraidos del epidimo de
ratones BALB/c y antes de su capacitacion fueron incubados por 1h con 10'2-10'® fago-
anticuerpos procedentes de cada una de las bibliotecas. Los fago-anticuerpos unidos a
espermatozoides no capacitados fueron eliminados por centrifugacién a 4 000 rpm por
10min.. Los fago-anticuerpos libres en el sobrenadante se utilizaron para una segunda
incubacion durante 1h a TA en presencia de espermatozoides murinos capacitados. Los
fago-anticuerpos unidos a los espermatozoides capacitados fueron eluidos con 100mM de
TEA vy utilizados para rondas sucesivas de seleccién (4). EI numero de células utilizadas
para cada ronda de seleccion en el caso de los espermatozoides estuvo entre 10°-10°, Los

resultados de la seleccion contra los espermatozoides son mostrados en la tabla 4.

En todos los casos, al final de cada ronda de seleccion los fagos recuperados fueron
titulados por infeccién de un cultivo de células XL1Blue crecidas en su fase exponencial.

Estudio por ELISA de los anticuerpos seleccionados en cada ronda.

Con el objetivo de analizar el comportamiento de la especificidad, los anticuerpos
policlonales obtenidos después de cada ronda de seleccién fueron analizados por su
capacidad de union al antigeno contra el cual fueron seleccionados.

Para seleccionar anticuerpos monoclonales con especificidad contra cada uno de los
antigenos, se ensayaron los anticuerpos producidos por clonas Independientes
provenientes de fa cuarta ronda de seleccion.

En ambos casos los anticuerpos fueron ensayados como fago-anticuerpos y como
anticuerpos solubles. Los ensayos de ELISA fuercn llevados a cabo como se explica a

continuacion.

ELISAs policlonales.

Los ELISAs policlonales se llevaron a cabo como anticuerpos solubles y fago-anticuerpos.
En ambos casos placas de ELISA (Nunc) de 96 pozos fueron cubiertas con Sug/mL de
antigeno en 50mM de bicarbonato de sodio pH 9.6 e incubadas toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente las placas fueron lavadas y blogueadas con 0.5% de gelatina (BIORAD) en PBS
1X + 0.2% de tween 20 durante 2h a 37°C. A las placas bloqueadas se les afiadieron 10'°
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fago-anticuerpos precipitados con PEG/NaCl (20%/2.5M) o sobrenadante de cultivo
conteniendo anticuerpos solubles. Las placas fueron incubadas por 1h a 37°C en ambos
casos. Las placas conteniendo fago-anticuerpos fueron incubadas entonces con anticuerpo
anti-M13 conjugado con la enzima peroxidasa (anti-M13-HRP). Las placas con anticuerpos
solubles fueron incubadas con el anticuerpo de ratdn anti-c-myg, seguido de un anticuerpo
anti-ratdn conjugado a peroxidasa (anti-mouse-HRP). En ambos casos se utilizd como
sustrato para la enzima el peroxido de hidrégeno (H,;0;) y como aceptor de electrones la
ortofenilendiamina (OPD). La reaccion fue detenida con HCl 6N vy las placas leidas en
lector para placas de ELISA a una longitud de onda de 492nm.

Para la obtencion de los anticuerpos solubles un cultivo celular de XL1 Blue fue infectado
con fago-anticuerpos provenientes de cada una de las rondas de seleccion. Las placas
crecidas después de la infeccion fueron incubadas en medio de cuitivo YT2X en presencia
de antibidticos (ampicilina 200 pg/mL vy tetraciclina 10 pg/mL) y glucosa (2%) hasta
alcanzar una D.O.qonm de 0.9. Los cultivos fueron inducidos entonces toda la noche con
IPTG 1mM. Los sobrenadantes obtenidos después de la centrifugacion (conteniendo
anticuerpos solubles) fueron utilizados para el ELISA. Los resultados de los ELISAs
policlonales se muestran en la Figura 10.

ELISAs monoclonales.

Los ELISAs monoclonales fueron realizados con flas mismas condiciones que los
policlonales pero tomando clonas independientes. Estas fueron crecidas en placas de
cultivo de 96 pozos (Nunc) e infectadas con fago helper M13/KO7 para producir particulas
de fago-anticuerpos o inducidas con IPTG 1M para producir anticuerpos solubles.

En las figuras 11,12 y 13 se muestran los resultados de los ELISAS monoclonales.

ELISAs de reactividad cruzada.

Las clonas positivas fueron sometidas a un ELISA contra diferentes antigenos para
determinar su especificidad. Para el ensayo fueron empleados los siguientes antigenos:
gelatina, leche descremada, albumina de suero bovino (BSA), tripsindgeno, Cli1, Cli2, Cn2
y o-NH2-latrotoxina. Todos los antigenos fueron empleados a una concentracidn de
Sug/mL y los ELISAS fueron realizados como se explica anteriormente. Los resultados se

muestran en la Figura 12.
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Estudio del efecto de los fago-anticuerpos sobre la reacciéon acrosomal,

Para determinar el efecto de los scFv seleccionados contra espermatozoides murinos
capacitados sobre la reacciéon acrosomal, fago-anticuerpos policlonales procedentes de 1™
y 4® ronda de seleccién contra espermatozoides fueron adicionados al medio de
capacitacion conteniendo espermatozoides. Después de 30minutos los espermatozoides
fueron fijados para el conteo de aquellos que sufrieron reaccion acrosomal. Los resultados

se muestran en la tabla 4.
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RESULTADOS
Segun los objetivos, el trabajo se dividié en cuatro etapas:

1. Disefio y construccidn de las bibliotecas.
El disefio de las bibliotecas se llevé a cabo teniendo en cuenta nuestra hipétesis de trabajo.
Se construyeron dos bibliotecas en formato de fragmento variable de cadena sencilla (scFv).
Ambas bibliotecas poseen una mezcla de los genes que codifican para las cadenas variables
pesadas de humano. Una de ellas posee la cadena ligera kappa A27 y la otra posee una
variante de A27 donde se sustituye el L1 por el del gen variable ligero kappa DPK24. Las
bibliotecas fueron posteriormente clonadas en un vector fagémido y expresadas en Ja
superficie del fago M13/KO7 asociadas a la proteina plII como proteina de fusion. En las
figuras 6 y 7 se muestran dos esquemas que resumen las estrategias generales utilizadas
para la construccion de las bibliotecas y para el desplieque en fago de las mismas,
respectivamente.

2. Caracterizacion de las bibliotecas por “fingerprinting” y secuenciacion.
La diversidad de las bibliotecas originales y de las clonas seleccionadas después de la cuarta
ronda de seleccion fue analizada por “fingerprinting”. Para este fin se amplificaron por PCR
los scFv de clonas seleccionadas al azar de cada una de las bibliotecas originales y de las
clonas positivas después de la cuarta ronda de seleccién. Los fragmentos obtenidos fueron
digeridos con la enzima de restriccion de corte frecuente BstN I. De esta manera se puede
obtener una huella de ADN para cada una de las secuencias diferentes y tener idea de la
diversidad de cada una de las bibliotecas. Ademas se puede determinar de las clonas
positivas cuales son diferentes.
De cada una de las bibliotecas originales se seleccionaron 30 clonas para llevar a cabo un
andlisis de las mismas por secuenciacion. Las clonas que dieron positivas por ELISA fueron
analizadas por “fingerprinting” y secuenciacion.

3. Seleccion de anticuerpos contra antigenos variados.
Los fago-anticuerpos obtenidos en cada caso fueron sometidos a varias rondas de
seleccion con 4 antigenos diferentes. La seleccidn de los antigenos se realizd teniendo en
cuenta que fuesen de interés biomédico y estuviesen disponibles. La seleccion se llevd a
cabo en inmunotubos con cada uno de los antigenos adheridos a su superficie. En todos
los casos partimos de una concentracion de antigeno de 100ug y fa misma fue reducida en
cada ronda de seleccion a ta mitad para asi obtener, cada vez, anticuerpos con mayor
afinidad.

30




Resultados

4. Caracterizacion de los anticuerpos.
De las clonas obtenidas después de la cuarta ronda de seleccién se escogieron algunas
clonas al azar para producir anticuerpos solubles y fago-anticuerpo los cuales fueron
evaluados por ELISA para determinar su capacidad de reconocimiento. Los anticuerpos
positivos en cada caso fueron utilizados para realizar un ensayo de reactividad cruzada y

asi determinar su especificidad.

Obtencion de los ARNSs.

El ARN fue obtenido a partir de células de sangre periférica de cinco individuos sanos
como se explica en la seccion de Metodologia. En cada caso los productos obtenidos
fueron separados en un gel de agarosa 0.6% para verificar la integridad de!l ARN. En la
Figura 3 se muestra el resultado de un gel representativo. En el primer carril se puede ver
el marcador de peso molecular. En el carril 2 se muestra un ARN sintético utilizado como
control positivo. En el carril 3 se muestra un resultado tipico de los ARN obtenidos por el

método de aislamiento descrito en la seccién de metodologia.
1 2 3

Figura 3. Aislamiento y purificacion de los ARNs. En la figura se muestra el producto obtenido
después de la purificacion de los ARNs. 1. marcador 1kb plus (para ADN), 2. ARN sintético control y
3. ARN de trabajo. Se utilizd un marcador de ADN para tener una idea de como migra el ARN, El
ARN debe migrar a 1600 pb pero migra ligeramente mas abajo. Esto es esperado ya que es simple
cadena.

Amplificacion de los segmentos variables.

Los genes variable pesados fueron amplificados por RT-PCR a partir del ARN. La
transcripcion reversa de los ARNs se llevé a cabo como se explica en la seccién de
Metodologia. Los genes variables ligeros A27 y A27mod fueron obtenidos por PCR a partir
de los plasmidos X4-A27 y X4-A27mod como se explica en la seccidn de Metodologia. El
péptido unidor fue obtenido por PCR a partir del plasmido X4-A27 como se explica en la
seccion de Metodologia. En cada caso los productos amplificados y purificados fueron
separados en un gel de agarosa 2% para comprobar su taila y calidad. En la Figura 4 se
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muestra el resultado del gel. En el carril 1 se encuentra el marcador 100 pb (NEB). En el
carril 2 se puede observar el producto de la mezcla de genes V. En el carril 3 se observa
el péptido unidor. En el carrit 4 y 5 se puede observar los genes V., A27 y A27mod
respectivamente, Todos los productos obtenidos poseen el tamafio esperado. Entre los
genes A27 y A27mod se observa la diferencia esperada en cuanto al tamafio, teniendo en
cuenta que el gen A27mod es 15 pb mas grande que el gen A27.

1 2 3 4 5

400 pb
300 pb

100 pb

Figura 4. Amplificacion de los genes variables por PCR. En la figura se muestran los productos de
los genes variables y del péptido unidor. Se puede apreciar el tamafio de cada gen la cual
concuerda con la esperada. 1. Marcador de peso molecular (100 pb), 2. Mezcla de genes Vy, 3.
Péptido unidor, 4. Gen V., A27 v 5. Gen V_ A27mod.

Ensamble de los scFvs

Una vez amplificados los genes variables fueron ensamblados por PCR sobrelapado para
obtener dos mezclas de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv). Uno de ellas va a
tener el gen ligero A27 mientras la otra va a tener el A27mod. En ambos casos el gen ligero
se puede combinar con cualquiera de los genes Vi contenidos en la mezcla. De esta manera
se obtuvieron dos bibliotecas. En cada una de ellas el péptido. unidor (SGly,); se encuentra
separando los genes Vi de los V.

Una vez ensamblados los scFv fueron utilizados como templado para un PCR donde se
introdujeron los sitios para las enzimas de restriccidn Sfi I y Not 1. Los protocolos utilizados se
describen en la seccion de Metodologia.

En la Figura 5 se muestran los scFv ensamblados y con sitios para enzimas de restriccién Sfi I
y Not . La talla de los productos corresponde con la esperada. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular 100 pb (NEB). En el carril 2 se muestra la mezcla de scFv que
contiene el gen ligero A27 (Vy-A27) y en el carril 3 el correspondiente al A27mod (Vy-
A27mod).
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El proceso completo de obtencidén de los scFv con sitios para enzimas de restriccion se
esquematiza en la figura 6. Se sefialan cada uno de los pasos seguidos cuyos protocolos se
detallan en la seccién de Metodologia.

800 pby
pb

700

Figura 5, Ensamble de los scFv. En la figura se muestran los productos de ensamble (Vy-A27 y V-
A27mod). Se puede apreciar tamafio de cada scFv el cual concuerda con la esperada. 1. Marcador
de peso molecular (100 pb), 2. V4-A27 y 3. Vy-A27mod.

Células de Sangre periférica de individuos sanos

Alsiariento de ARN l A27
NANANAN/ PCANTAGS ‘
Molkculas de ARN ]

Reverso Transcripddn l

A27mod

Anp//ﬂcacbnmpml

Moléculas de ADNc
Wi por Gel A7 Gen A27mod
—— —
ADN cadenas pesadas unidor
| J

Ensamive por FCR l+ =

Vu-A27 VirA27mod

l l
sa1\_ [rott S\ Mot
Vu-A27digerido Vu-A27mod digerido

Figura 6. Construccion de las scFv. En el esquema se representa el proceso de obtencién de los
scFv para la construccién de las bibliotecas.

Digestién, Clonacién y Transformacion.
Los scFv fueron digeridos con las enzimas de restriccion Not Iy Sfi I para su posterior

33




Resultados

clonacién en el vector fagémido pSyn2 el cual fue digerido previamente con las mismas
enzimas. En la Figura 7 se muestra un resumen de la estrategia empleada la cual se detalla
en la seccién de Metodologia. La figura muestra algunos de los componentes principales del
vector,

Cada una de las construcciones fue utilizada para transformar células electrocompetentes XL-
1Blue las cuales presentaron una eficiencia de transformacién de 1.0x10° UFP/10ng de
pUC18. El tamafio de las bibliotecas fue determinado por titulacion en placas de cultivo
conteniendo YT2X + ampicilina 200pg/mL + Tetraciclina 12.5ug/mL + Glucosa 2%. En el
caso de la biblioteca V-A27mod se obtuvieron 6x10”7 UFC y en el caso de la biblioteca Vy-
A27 se obtuvieron 1.0x10° UFC. En ambos casos se utilizé una preparacién de vector que
posee menos de 1% de vector simple digerido.

AW Mot 1 sni\_ {nat1

Vu-A27digerido -+ Vi-A27mod digerido

SN Not T

Vu-A27mod W Gen 111
pSYN2

5.2Kb
/on M13

g Linker

98 (pVIID) gdp (pII1} scFv

Figura 7. Construccion de 13s bibliotecas. En |a figura se muestra una representacién de los pasos
desde la clonacidn hasta la expresién de los scFv como fago-anticuerpos.

Determinacién de la variabilidad por " fingerprinting” y secuendiacién.
Una vez que las construcciones fueron transformadas en XL1 Blue se seleccionaron 50 clonas
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al azar para llevar a cabo un andlisis de la variabilidad. Para esto se amplificaron los scFv de
50 clonas de cada biblioteca elegidas al azar por PCR.

En el caso de la biblioteca Vy-A27 48/50 clonas presentaron un inserto de la talla correcta.
Las dos clonas restantes dieron un fragmento con una talla correspondiente al inserto original
del vector (4%) (Tabla 2). De los 48 scFv de talla correcta se seleccionaron 30 para realizar
un analisis de digestidn con la enzima de restriccion BstN I. De las 30 clonas analizadas se
obtuvieron 17 patrones de digestion diferentes. Hay un patron de digestion que se repite 7
veces (23%), un segundo patrén que se repite 3 veces (10%), un tercer patron que se repite
4 veces (13%) y un cuarto patrén que se repite 3 veces (10%). El andlisis por secuencia de
las 30 clonas confirmd la presencia de 21 scFvs diferentes. Se determind que solo 5 de las
clonas con el patron reiterativo eran idénticas (16%) y que pertenecen a la familia Vy1;
mientras que las otras dos son diferentes. Del patrén que se repite 4 veces, solo dos clonas
son iguales. Las otras dos también son diferentes.

En el caso de la biblioteca V\i-A27mod 49/50 clonas presentaron un inserto de la talla
correcta. La clona restante posee un fragmento con una talla correspondiente al inserto
original del vector (2%) (Tabla 2). De los 49 scFv de talla correcta se seleccionaron 30 para
realizar un andlisis de digestion con la enzima de restriccién BstN I. De las 30 clonas
analizadas se distinguen 28 patrones de digestién diferentes. Solo hay un par de clonas que
presentan el mismo patron. El anélisis por secuencia de estas clonas confirmd el resultado
anterior. Las dos clonas con el mismo patrdn tienen la misma secuencia y también
pertenecen a la familia Vi 1.

En la tabla 2 se resumen los resultados del “fingerprinting” y el andlisis de secuencia.

Biblioteca No de Clonas analfzadas No de Clonas Clonas Diferentes  Clonas Diferentes

PCR Restriccion con inserto por Restriccion por secuencia
Vi-A27 50 30 48 17 21
Vi-A27mod 50 30 49 28 28

Tabla 2. Resumen de los resuitados del andlisis de las bibliotecas por “fingerprinting” y
secuenciacion. En la tabla se resumen los resultados obtenidos después del andlisis de las
bibliotecas por “fingerprinting” y secuenciacion. Se sefialan el nimero de clonas analizadas por cada

uno de los métodos asi como el nimero de clonas diferentes.

Ademds, el andlisis de secuencia reveld que en ambas bibliotecas el péptido unidor y el gen
ligero poseen una secuencia correcta (Figura 8). También aparecen los sitios para enzimas de
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restriccién introducidos por PCR.

5 G G GG § GG G GG s G G G G s E I VvV L T Q 8 P G T
TCAGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGATCG GAAATTCGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCAC
— péptido unidor +—— —> gen A27mod

L $ L $s PG ERAT UL S8 C R S S Q S VL ¥ s S N N K
CCTGTCTTTGTCACCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGCTCCAGCCAGAGTCTTTTATACAGCTCCAACAATAA
CDR1

N v L. AW Y Q Q K P G Q A PR L L I ¥ G A S8 S R A T
GAACTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAARCCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATC TATGGTGCATCCAGCAGGGCCAC
CDRZ

G I P NRVF s G s 6 s GTT D VF T L T™T s R L E P EDF
TGGCATCCCAAACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATT

AV Y Y C g QY G S s P W T VF G Q¢ G T K V E I K R A

SSTTCGGECUAARGCGACCAAGGTGGAAATCAAACGT GC
22

A A E Q K L I s E E D L N G A A .
GGCCGC AGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATOCGGCCGUA TAG
Not I o-mye tag coddn ambar

Figura 8. Secuencia del peptido unidor y del gen A27mod. En la figura se observa la secuencia del
péptido unidor formada por una secuencia de una serina (S) y cuatro glicinas (G) repetidas cuatro
veces, Ademads se puede apreciar la secuencia del gen A27mod. Los CDRs aparecen subrayados. El
CDR1 pertenece al gen VK DPK24, el cual es el segundo mds expresado después de A27 “in vivo”
(Griffiths et al., 1994). En el caso del gen A27 la secuencia seria idéntica a la mostrada en la figura
con excepcion del CDR1 que tendria la siguiente secuencia de aminoacidos: RASQSVSSSYLA,
Seleccion.

Las células transformadas fueron crecidas y posteriormente rescatadas con el fago M13/KO7.
De esta manera los scFv fueron desplegados sobre la superficie del fago M13 como fago-
anticuerpos. Los fago-anticuerpos fueron utilizados para realizar cuatro rondas de seleccién
contra diferentes antigenos.

Los antigenos se escogieron siguiendo tres criterios: i) que tengan caracteristicas tales que
permitan probar nuestra hipotesis de trabajo, ii) su importancia desde el punto de vista
biomédico v iii) la disponibilidad de los mismos. Dentro de los antigenos empleados para la
seleccion se encuentran 3 toxinas. Dos de estas son toxinas de alacran y la tercera es una
toxina de la arafia viuda negra (o-NH,-latrotoxina). Dentro de las toxinas de alacrdn se
encuentran: Centruroides noxius (Cn2) y Centruroides limpidud-limpidus 1 (Cll1). En el caso
de viuda negra fue empleada la region amino de la o-NH,-latrotoxina ya que se ha descrito
que esta region es la responsable de la toxicidad del veneno.

Ambas bibliotecas fueron retadas contra todos los antigenos. En la Tabla 3 se muestran los
resultados de cada una de las rondas de seleccién contra las diferentes toxinas. En la tabla se
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destacan los fagos de inicio y finales asi como la concentracién de antigeno empleada. En
cada ronda se fue reduciendo a la mitad la cantidad de antigeno para asi recuperar
anticuerpos de mayor afinidad cada vez.

En la tabla 3 se observa que no en todos los casos el numero de clonas aumentd con la
ronda de seleccidn. Este resultado podria estar dado porque en cada ronda de seleccién se
redujo a la mitad la concentracion de antigeno.

Ademds, las bibliotecas fueron retadas contra espermatozoides murinos capacitados con el
fin de encontrar anticuerpos capaces de inhibir la reaccién acrosomal. En la Tabla 4 se
muestran los resultados de este experimento. El protocolo seguido para la seleccidn se
detalla en la seccion de Metodologia.

Los fago-anticuerpos obtenidos después de la 1? y 42 ronda fueron utilizados para
determinar su efecto sobre la reaccion acrosomal de espermatozoides murinos como se
explica en la seccién de Metodologia. Como se observa en la tabla 4 no hay inhibicion de la
reaccion acrosomal en ningln caso. Existe una diferencia en cuanto a la induccién de la
reaccion acrosomal de entre 8-9% entre la 1™ y la 4 ronda. Sin embargo, no es una
diferencia significativa. En todo caso tenemos el fendmeno inverso: a medida que aumenta la
ronda de seleccion mayor es la induccién de la reaccién acrosomal.

Aun cuando no se obtuvo el efecto esperado sobre la reaccion acrosomal, de este
experimento se pudo sacar un resultado interesante. La incubacion de los espermatozoides
con los fago-anticuerpos provoca una pérdida de la motilidad de los mismos. Esta, es
dependiente del tiempo de incubacion y ocurre en mas de un 90%. El por ciento de inhibicidn
se conserva aun cuando se utilizan proporciones de fago-anticuerpo/espermatozoides de 1:1.
Para determinar si la inmovitizacion de los espermatozoides era un fendmeno que estaba
mediado por alguna proteina del fago o por el anticuerpo desplegado en la superficie del
mismo se llevo a cabo un segundo experimento. En este caso se realizaron incubaciones con
el fago ayudador M13/KO7 y se obtuvo el mismo resultado. Aun en una relacién 1:1 de
fago/espermatozoides ocurre una inmovilizacion de mas del 90% de estos Uitimos.
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Biblioteca rRonda l Fagos de inicio I Fagos finales | Antigeno (ug)
Anti-Cn2
1 4.0x10*2 UFC/mL { 7.5x10% UFC/mL 100
Vy-A27mod 2 5.0x10'? UFC/mb | 1,1x10% UFC/mL 50
3 8.2x10'2 UFC/mL_{ 2.3x10* UFC/mL 25
a 5.8x10' UFC/mL | 1.2x10* UFC/mL 12.5
1 2.0x10** UFC/mlL | 1.2x10° UFC/mL 100
2 6.8x10' UFC/mL | 3,6x10* UFC/mL 50
Vira27 3 4.7x10i:‘:6|{(‘:/;f\l; 6.6x10° UFC/mL 25
4 2,5x10'? UFC/mL | 6,.4x10* UFC/mL 12,5
Anti-Cil1
1 4.0x10'? UFC/mL | 4.9x10° UFC/mL 50
Vy-A27mod 2 7.1x10'2 UFC/mL 5.0519: UFC/mL 25
3 1.0x10** UFC/mL | 6.6x310° UFC/mL 12,5
4 7.1x10* UFC/mL | 1.1x10° UFC/mL Fi
1 2.0x10" UFC/mL | 2.0x10” UFC/mL 50
Vy-A27 2 1.0x10" UFC/mL | 2.6x10° UFC/mL 25
3 2,7x10" UFC/mL [ 2.8x10*UFC/mL | 125
4 2.2x10'2 UFC/mL | 1.3x10° UFC/mL 7
Anti-a-NH2 latrotoxina
1 4.0x10'2 UFC/mL | 3.2x10° UFC/mL 100
V,-A27mod 2 5.8x10' UFC/mL | 4.0x10° UFC/mL 50
3 5.8x10'7 UFC/mL | 3.7x10° UFC/mL. 25
4 7.5x10'? UFC/mL | 5.8x10° UFC/mL 12.5
1 2.0x10" UF 9.4x10°UFC/mL | 100
VwA27 | 2 ] 5.6x10" UFC/mL | 1.7x107 UFC/mL_ 50
3 7.8x10'? UFC/mL | 2.0x10° UFC/mL | 25
4 4.8x10'7 UFC/mL | 4.2x10° UFC/mtL 12.5
UFC: unidades formadoras de ¢

Tabla 3. Rondas de seleccion de ambas bibliotecas contra las diferentes toxinas., En la tabla se
muestran los datos de cada una de las rondas de seleccion contra las diferentes toxinas para cada
biblioteca. Se destacan los fagos de inicio y los fagos finales en cada ronda asi como la concentracion
de antigeno empleada en cada caso.

Biblioteca | Ronda l Fagos de inicio | Fagos finales I oﬁ’c‘::::;':r
Anti-espermatozoides
1| 4.0x10" uFe/mL | 3.0x10° UFc/mL 86
Vu-A27mod 2 6.8x10 UFC/mL | 4.5x10°UFC/mL | =
3 6.0x10' UFC/mt | 7.5x10°uFc/mL | =
.4 14:5x10" UFC/mL | 3.0x10° UFC/mL. 95
1 2.0x10"° UFC/mL | 3.0x10° UFC/mL 89
Vy-A27 2 3.0x10'? UFC/mL | 2.1x10% UFC/mL -
3 5.2x10'? UFC/mL | 1.2x10°% UFC/mL -
4 4.0x10'* UFC/mL | 8.8x10° UFC/mL 97

UFC: unidades formadoras de colonias
Tabla 4. Rondas de seleccion de ambas bibliotecas contra espermatozoides munnos. En la tabla se

muestran los datos de cada una de las rondas de seleccién contra espermatozoides murinos para cada
biblioteca. Se destacan los fagos de inicio y los fagos finales en cada ronda asi como el por ciento de

espermatozoides que sufren reaccion acrosomal en presencia de los anticuerpos. 18




Resultados

ELISAS policlonales.

Para demostrar el enriquecimiento de anticuerpos especificos recuperados después de cada
ronda de seleccion, se llevaron a cabo ELISAs de las preparaciones policlonales. Los ELISAs
se realizaron como fago-anticuerpos y como anticuerpos solubles. La metodologia empleada
en cada caso se detalla en la seccidn de Metodologia. Los resultados de los ELISA como
anticuerpos solubles para cada caso se muestran en la figura 9.

En el panel A se muestran los resultados del ELISA contra Cn2. En el panel B se representan
los resuitados del ELISA contra ClI1. En el panel C se muestran los resultados del ELISA
contra la a-NH,-latrotoxina. En el lado izquierdo de la figura se muestran los valores para la
biblioteca Vu-A27mod y en el lado derecho los de la biblioteca Vx-A27. Las barras en violeta
pertenecen a los controles negativos y las barras en rojo a las muestras analizadas. Los
resultados representan la media de al menos tres experimentos independientes.

Como se observa en la Figura 9, a medida que aumenta la ronda de seleccion, se observa
una mejor sefial de ELISA. Ademds, aunque para ambas bibliotecas se seleccionaron
anticuerpos contra Cll1 y o-NH-latrotoxina, se observan diferencias en los valores de
D.O.102nm. Para ClI1 los anticuerpos policlonales seleccionados a partir de la biblioteca Vi~
A27mod muestran mayores valores de D.O.wm que los anticuerpos policionales
seleccionados a partir de la biblioteca Vi-A27 (panel B). Sin embargo, los anticuerpos
seleccionados contra la o-NH,-latrotoxina a partir de la biblioteca Vi-A27 muestran mayores
valores de D.O.49:nm QuUe los seleccionados a partir de la biblioteca Va-A27mod (pane! C). En el
caso de Cn2 solo se obtuvieron anticuerpos a partir de la biblioteca Vy4-A27mod (panel A) ya
que en el caso de la biblioteca V4-A27 hubo una contaminacidén que no permitio seleccionar
ningdn anticuerpo interesante.

ELISAS Monoclonales

Resultados de los anticuerpos anti-Cn2

De las colonias recuperadas después de la infeccién de un cultivo de células TG1 con los
fagos anti-Cn2 eluidos de cuarta ronda de ambas bibliotecas, se utilizaron 72 para producir
anticuerpos solubles y analizarlos por ELISA. De las 72 clonas analizadas de la biblioteca Vy.
A27mod se obtuvieron 12 clonas positivas. Este resultado es una media de los resultados
obtenidos en cuatro experimentos independientes. De ellas, solo 4 clonas fueron diferentes

por “fingerprinting” y secuenciacion.
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Vy-A27mod Vy-A27
A
Araranda e ronda Areronda Ataronda
B Anti-Cil1 R Anti-Cii1
1ratanda 2uaronda Jraronde Alsronda 1ratonda 2anronda Mraronda Alnronda
Po Anti-NH,LTX Z Anti-NH.LTX ~
5
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Flgura 9. ELISAS polidonales. En ia figura se muestran los resultados de los ELISAS policlonales. Se
pucde observar que en todos los casos @ medida que aumentan las rondas de seleccion aumenta la
sefial de ELISA. Para los antigenos Cll1 y Vn4 se obtuvieron anticuerpos a partir de ambas bibliotecas,
pero se observan mayores valores de D.O 492, para los anticuerpos provenientes de la biblioteca que
posee el V. modificado (panel B) en el caso de Cll1 que para los anticuerpos policlonales provenientes
de la biblioteca con el V, A27. En el caso de los anticuerpos contra «-NH2-latrotoxina (panel C) se
observa lo contrario. El panel A corresponde a los anticuerpos anti-CN2, en este caso se observan
anticuerpos provenientes de la biblioteca con el V. modificado. En todos los casos se representan los
resultados obtenidos con los scFv expresados como anticuerpos soltubles, Los ELISAS fueron realizados
por paneles en la misma placa. En todos los casos se pusieron controles negativos y positivos.

En el caso de la seleccion de la biblioteca Vy-A27 contra Cn2 no se obtuvo ningdn anticuerpo
positivo. En este punto ocurrid un error experimental (contaminacion) que no permitid
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seleccionar anticuerpos positivos. Es por ello que no se puede concluir nada al respecto.

En la Figura 10 se grafican los resultados del ELISA. Solo se representan en la figura las
clonas diferentes. Las cantidades de antigeno utilizado asi como el procedimiento seguido
para realizar el ensayo se describen en la seccidén de Metodologia. Con una barra azul se
representa la media de los valores de D.O. 49:nm Obtenidos para los controles negativos
(sobrenadante de cultivo de la cepa sin transformar). En rojo se representan los resultados
de las clonas positivas las cuales se enumeran en el eje de las abcisas.

L2y
1

D.0.920m

oooe
O N DO

:
S

controt-
Cn24ch1
Cn24ch2
Cn24ch3

Clonas
Flgura 10. ELISA monocional de anticuerpos solubles provenientes de la biblioteca VirA27mod
contra €n2. En la figura se grafican los valores de D.O.4snm de los anticuerpos solubles producidos
de las 4 clonas diferentes que dieron seiial positiva. Las 4 clonas poseen valores de D.0.492nm tres
veces mayor que el valor medio de los controles negativos (0.04) mas la desviacién estandar (0.01).
Los resultados que se muestran son la media de cuatro experimentos independientes.

Resultados de los anticuerpos anti-Cl/1.

A partir de las clonas provenientes de las cuarta ronda de seleccién contra la toxina de
alacran Cll1, se seleccionaron 40 clonas de cada una de las bibliotecas. Los ensayos se
realizaron por triplicado y las condiciones utilizadas se reportan en la seccién de
Metodologia.

Se obtuvieron 25 clonas positivas de las cuales solo 7 fueron diferentes. De ellas 6
provienen de la biblioteca Vy-A27mod y solo una de la biblioteca Vy-A27. En la Figura 11
se representan los resultados del ELISA, Solo estan representados los valores de las clonas
diferentes (“fingerprinting” y secuenciacion).

Fueron tomados como valores positivos todos aquellos que fuesen al menos tres veces el
control negativo (0.058) mas la desviacion estandar (0.008).
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Flgura 11. ELISAS monoclonales contra CHl1. En la figura se mucstran los resultados de los
ELISAS monocionales de anticuerpos provenientes de ambas bibliotecas contra la toxina de
alacrdn CH1. Solo se representan las clonas que producen anticuerpos diferentes.

Resultados de los anticuerpos anti-a-NH,-latrotoxina.
A partir de 35 clonas ai azar de cada biblicteca se realizaron ELISAS monoclonales. Los

resultados se muestran en fa Figura 12.

D.0.492nm

5 a 9 b 2 13 B 7
S B A A A O
Clonas
Flgura 12. ELISAS monocionales contra a-NH2-latrotoxina. En la figura se muestran los resultados
de los ELISAS monoclonales de anticuerpos provenientes de ambas bibliotecas contra a-NH2-
latrotoxina. En la figura se muestran las donas Vndpl y Vnd4p4 como clonas diferentes ya que se
obtienen patrones de restriccién distintos para estas dos clonas, pero el andlisis de secuencia

demostro que eran iguales,

Se obtuvieron 15 clonas positivas, de ellas se observan 6 patrones de digestion diferentes.
El andlisis de secuencia revela que hay 7 diferentes. De las clonas positivas 6 provienen de
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la biblioteca Vy-A27 vy solo una de la biblioteca Vy-A27mod. Este resultado indica que
existe una preferencia de la biblioteca Vy-A27 para unir a esta proteina (PM). Fueron
tomados como valores positivos todos aquellos que fuesen al menos tres veces el control
negativo (0.084) mds la desviacion estdndar(0.009). Los ensayos se realizaron por
triplicado y las condiciones utilizadas se reportan en la seccion de Metodologia. En la
figura se representan solo aquellas clonas que son diferentes por “fingerprinting” aunque
después dieran la misma secuencia; y aquellos que aunque dieron el mismo patrén de
digestién revelaron una secuencia diferentes después de la secuenciacidn.

Analisis por “ fingerprinting”de las clonas positivas.

A partir de las clonas que producen anticuerpos que reconocen por ELISA a las diferentes
toxinas se purificd plasmido. Los plasmidos purificados fueron separados en un gel de
agarosa 0.6% para comprobar su calidad y concentracién.

Para saber exactamente con cuantas clonas diferentes contdbamos los plasmidos purificados
fueron utilizados como templado en una reaccion de PCR para amplificar los scFv. Los
productos de PCR fueron digeridos a continuacion con la enzima de restriccion BstN I. En la
Figura 13 se muestran los patrones de restriccion obtenidos en cada caso. En la figura se
muestran solo aquellas clonas con patrones de restriccion diferentes y solo algunos casos

donde los patrones son iguales pero el andlisis de secuencia revela que son clonas diferentes.
12345
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Figura 13. Purificacion y andhsis por restriccion de plasmidos conteniendo anticuerpos de interés.
En el panel A se muestran los patrones de restriccion obtenidos para las clonas positivas contra Cil1
y latrotoxina. 1. marcador de peso molecular (50pb), 2. Cliich2, 3.Cllichd, 4. CliichS, 5. Cliich6,
6.Cllipl, 7. vndpl, B. vndp2, 9. vn4p3, 10. vndp4, 11. vndp5, 12. vndp6, 13. vndcht, 14. Cliichl,
15. Clllch3, 16. vn4p7. En el panel B se muestran los patrones de restriccion obtenidos para las
clonas positivas contra Cn2. 1 patrén de peso molecular (50pb), 2. Cn24chl, 3. Cn24ch2, 4.
Cn24ch3, 5. Cn2ch4.
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En el caso de las clonas positivas contra Cn2 se pueden observar 4 patrones diferentes. En el
caso de las clonas positivas contra Cli1 se observan 6 patrones diferentes de 7 clonas totales.
Los patrones de Clilch3 y Clilché son lguales. Sin embargo, se representan ambos porque
hay diferencias en cuanto a su secuencia. En el caso de las clonas positivas contra o-NH,-
latrotoxina se observan 6 patrones diferentes de 8 clonas totales. Las clonas vn4p3 y vn4p6
presentan el mismo patron de restriccidn; asi como las clonas vndp4 y vndp5. Estas clonas
fueron representadas porque el andlisis de secuencia de las misma revelé que eran
diferentes. En contraste con esto, las clonas Vndpl y Vn4p4 mostraron una secuencia 99%
idénticas con solo una mutacion en la secuencia de nucléotidos. Este cambio puede haber

generado la diferencia en los patrones de restriccion.

Analisis de Secuencia.

Los plasmidos conteniendo scFvs especificos contra cada una de las toxinas fueron
analizados por secuenciacion con la pareja de oligonucléotidos Lmb3 y pCANTABSB-S6 los
cuales se describen en la seccién de Materiales. La delimitacidn de los CDRs se realizd segun
Chotia and Lesk, 1987,

Anticuerpos contra €n2

En la figura 14 se muestran las secuencias del gen Vy de cada una de las clonas diferentes
obtenidas contra Cn2. En las secuencias se puede identificar que existen los patrones
esperados para una region Vy de humano en todos los casos. Aparecen los aminoacidos
conservados, los sitios de clonacion que fueron introducidos, asi como los diferentes CDRs. Se
sefialan cada una de las combinaciones de oligonucléotidos que generaron el gen Vy en cada

uno de los scFv, asi como cada uno de los CDRs.

Se puede apreciar que en los cuatro casos se obtiene una talla para el CDR1 de 7 residuos. El
largo del CDR2 también se encuentra muy conservado (6 residuos), solo la clona Cn24ch4
posee una talla de 7 residuos. La talla de los CDR3 oscilan entre 12-13 residuos. En cuanto a
secuencia todos los CDR1 y CDR2 son diferentes; mientras que se repite el mismo CDR3 en
las clonas Cn24ch2 y Cn24ch3.

A C K F Y F K E TV I MK Y L L P T AAAG L
cn24 chl.C"‘ TGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTC ATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGATT

L L L A A Q P A M AQV N LRESGG G L V K P G
GTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTCAACTTAAGGGAGTCTGGGGGAGGCCTGGTCAAGCCTGEG

V2
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G s L. R L 88 C A A S G F T F T AY P MNMWV R Q P P
GGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCACTGCCTATCCCATGAACTGGGTCCGCCAGCCTCCA
CDR1
G K 6 L E W VAV I § Y D G S KK Y Y A DS V K G R
GGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCAGTCATATCATATGATGGAAGTAAAAAGTATTATGCAGACTCCGTCAAGGGCCGA

F T L $ R D NS EN T L ¥ L EHMNMN S L R A EDT A V
TTCACCCTCTCCAGAGACAATTCCGAGAACACCCTGTATCTGGAGATSAACAGCCTGCGAGCCGAGGACACGGCTGTG

Y ¥ ¢C AR DM M T Y F G D Y S8 F D S W G Q@ G T L VvV T
TATTACTGTGCAAGAGATATGATGACTTACTTCGGTGACTACTCTTTTGACTCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACC
CDR3

v s
GTCTCC
Jpd -
Sfi 1
TV I M K Y L L P T A A A G L L L L A A Q2 P A
C€n24ch2 AGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCSCTGGATTGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC

M A EV OQLVESG® AEUVZ KT EKTPGASVHKVSCEKAS
CATGGCCGAGGTGCAGCTAGETGGAGTCTGGAGCTCAGGTGARG AAGCCTGEGGCCTCAGTGARGG TCTCCTGCAAGGCTT
—

Vi3
G F § F1* TY G F NWVUPR QO A PG Q G L E W MG W S8
CTGCGTTTCAGCTTTACCACCTATGGTTTCAACTGCGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATC

CDR1
A Y 5§ GN TNY A Q K F Q G R VA M T™MDT S P TT
AGCGCT GTGGTAACACAAACTATGCACAGAAGTTCCACGGGCAGAGTCGCCATGACCATGGACTCCGCGACCACA
CDR2

v ¥ L EL W G L TF DD T A VY ¥Y C A R P Y N W N L
GTATACCTGGAGCTGTGGGGCCTGACT T TTGACGACACGGCCGTGTATTACTGCGCGAGACCCTATAACTGGAACCTG

AV A F DL WG O G T M V T V 5
i GCTTTTGATC TCTGGGGCCAAGUGACARTGSTCACCGTCTCT

CDR3 -
T2
c ¢ K F ¥ F K ETV I MEZYULTLTZPTAAATGL
Cn24ch3  GCTTGCTGCAAATTC TATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGC AGCCGCTGGATT
sfi 1

L L L A A Q P A M A Q V Q L Q E S G P G L V K P 8
GTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGCTGAAGCCTTCG

Va4
G " L s L T C A V 8 G G S
GRGACCCTATCCCTCACCTGCGOCTSTCTCTG

S 5 N W W S w V R E P
ARCTGGTGOAGTTGGGTCCGCGAGCCC

P 6 K 6 L EW I ¢ E 1 ¥ H & 6 § 7 40 Y N P S L. K S R
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGEGAAATCTATCATAGTGGGAGCACCAACTACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGA

CDR2
v T I s VvV DTS KN Q F 5 L K L R S V T A ADTAV Y
GTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGATCTGTGACCGCCGCAGACACGGCCGTGTA

¥ ¢ A R P Y N W N L AV A F DILWG QG T MV T V S
TTACTGCGCGAGACCCTATAACTGGAACC TCGCCGTTGCTTTTGATCTCTGCGGCCANSGGACAATGGTCACCGTC! ICT

CDR3 Jyl-2

LA CKPF Y F K ETV I MZEKJY L L PTAAUAG L
Cn24chd CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGCAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGAT

L}‘ [’L;JL;'} i) i
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SEi I

L LLA AQFPAMAEV VA QLVHZESSGSTETLTEKTEKT®PGA

TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCGAGGTGCAGCTGETGGAGTCTGGOTCTGAGTTGAAGAAGCCTGAGE
—>

Vg3

S V K VvV 8§ C K A S5 G Y "™ L T DY F I H®W V R Q A P G

CCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACATTCACTGACTACTTTATACACTGGGTCCGACAGGCCCCTGGA
CDR1

Q R P E WM G W I N PNUS GG TN Y A QN F QO A R V S
CAACGACCTGAGTGGATGGGATGGATCAACCCCAACAGTGGTGGCACAAATTATGCACAGAATTTTC AGGCCAGGGTCTC

M TR DTS I NAV ¥ N S L T S DDTAVY Y C
CATGACCAGGGACACGTCCATCARTGC TG TGTACATGGAGCTGASC AGTC TTACATCTGACGACACGGCCGTGTATTATT
AS R PPS S TPVY GV FDSTYZ®WGeGTLVTUV S
GTGCGAGCAGACCCCCGAGTTCCACACOTTATGGCGTATTIGACT ACTGGASCCAGGICACCCTGHTCACCGTCTCT

CDR3 Jn1-2

Figura 14. Secuencias de las regiones Vi, de los scFv positivos contra Cn2. En la figura se
muestra la secuencia de los genes Vy, de cada uno de los scFv positives contra Cn2. En las
secuencias se destacan los CDRs asi como el sitio de restriccion para la enzima Sfi 1. Ademas se
muestran las combinaciones V.-, que fue utilizada para amplificar cada gen. La secuencia fue

corroborada en ambos sentidos.

Anticuerpos contra Cll1

En la figura 15 se muestran las secuencias del gen V), de cada una de las clonas diferentes
obtenidas contra Cll1. En las secuencias se puede identificar que existen los patrones
esperados para una region Vy, de humano en todos los casos. Aparecen los aminodcidos
conservados, los sitios de clonacién que fueron introducidos, asi como los diferentes CDRs. Se
sefialan cada una de las combinaciones de oligonucléotidos que generaron el gen Vyen cada
uno de los scFv, asi como cada uno de los CDRs.

En la mayoria de los casos se conserva el largo del CDR1 (7 residuos), solo en las clonas
Cliich2 y Cli1pl se observa un CDR1 de mayor talla (9 residuos). El largo del CDR2 varia
entre 6-10 residuos. El largo predominante es 7 residuos y solo se encontré un largo de 10
residuos en el Cliipl. Las tallas de los CDR3 oscilaron entre 7-12 residuos. Los CDR3 mds
pequeiios se observan para las clonas Cllichl y Cil1p1 (7 y 8 residuos respectivamente).

En cuanto a secuencia en 4/7 clonas el CDR1 esta conservado, las tres clonas restantes
tienen secuencias diferentes en este lazo. El CDR2 no esta tan conservado. Se pueden ver
dos parejas y el resto es diferente. Todos los que poseen un CDR3 de 12 residuos tienen
la misma secuencia (3 clonas), el resto de las clonas tienen un CDR3 diferente.

R Q A CMQ I L F Q G S TV I MEKY L L P T A
Clllchl ATACGCCAAGCTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGCAGCACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGG

PTG

che w1t
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Sfi 1
A A GL L L LA A Q PA M AQV QD LV ES GG T L
CAGCCGCTGGATTGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAACCT

Vil
Y Q P G 6 S L R L 8 C A A S G F T F S8 DY Y M 5 W

TGGTACAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGG

CDR1
I R Q A P G K G L E W L A V I S F N G G D K Y ¥ A D
ATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGCTGGCAGTTATTTCATTTACAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCT
CDR2
S A R G R F T 1 & R D N S KN T L F L Q L & 8 L T T
CCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGC TGGATCCGETASGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGT
L

E DT AV Y Y CAGUPMHMV S F DY WGRGT v T Vv
GGCTGGCAGTTATTTCATTTAATGGAGGCGATAAATACTACGC AGACTCCECGAGIGGCCGATTCACCATCTCCAGAG

CDR3
5
ACA
-—
Jyl-2
L A C K F Y F K g 7T V I M K Y L L P T A A A G L
Clllch2 CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCACGCGCTGGAT

Sfi I
L L L A A Q P A M AOQV QL Q E S G P G L V K P S
TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGCACGAGTCGGUCCCAGGACTGGTGAAGCCTTC

>

Vid
2 T L 5 L T C TV S 6 G S 1 5 8 G G Y ¥Y w s W I R 0
ACAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGTGGC TCCATCAGCASTGGTGGTTACTACTGGAGCTGGATCCGCCA

CDR1
H P G K G L E W I G ¥ I ¥ ¥ S ¢ S8 T ¥ Y N P S8 L K 8§
GCACCCACGGAAGGGCCTGGAGTGGATTGGGTACATC TATTAAAGCGCCTGGAGTIGATTG IGTACATC TATTACAGT

CDR2
L s s VvV T A A D T A

R VvV T I s VvV D T 8 K N @ F 5 L K
CAGTASACACGTCTAAGAACCAGTTCTCCCTG

GGGAGCACCTACTACAACCCGTCCOTCAAGAGTCGAGTTACCAT A

vV ¥Y Y ¢ AR G R V L M V ¥ L DY W G 0

¢S T L Vv T V 5
AAGCTGAGCTCTGTGACTGCCGCGGACACGCCCGTCTATTACTSTGCGAGAGGGAGATAGTS

GGAGCACCTATACAACE
<

CDRZ Ju4-5
L A C K F Y F K E T™V I M K Y L L P T a A A G L
C1l1llch3 CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGCGSAGACACTCATAATCAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGAT

Sfi I

L L LA A QP A MAQV O L VY Q& GAEUVTEET®P G
TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGE CATGGCCCAGGTGCAGCTGETGCAGTCTGGAGCTGAGGTSAAGGAGCCTGG
~—>

Vil
A S V K v s ¢C Q0 A 85 ¢ Y T F 5 N Y G I § WV R Q A P
GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCCAGCCTTCTGSGTACACCTTTAGTAACTATGSAATCAGCTGGGTCCGACAGGCCCC
CDR1
G ¢ G L E W M G W I s A Y N G N T NY A Q K L Q G R
TGGACAAGGCCTTGAATGGATGGGATGGATCAGCGCTTACAATGSTAACACAAACTATGCACAGAAGCTCCAGGGCAG
CDR2
vV T NT ?TT DT S TS T™ A Y MW E L § S L T S D DM AV
AGTCACCATGACCACAGACACATCCACGAGCACAGCCTACATGGAACTGAGCAGCCTGACATC TGACGACATGGCCGT

Y ¥y ¢ AR DR T DY G R MDF W G Q G T MV T V 8
GTATTACTGTGCGAGAGATCGGACTGACTACGECCGOATCSATTTCTGGGGCCAASGCACAATGGTCACCGTCTCC

-«—
CDR3 Ju3

L A C K F ¥ ¥F K ETV I M KY L L P TAA AW AGL
Cllichd CTTGCATGCAAATTCTATTTCAAGGAGACAGTCATAATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGAT
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SEi I
L L LA AQZPA MAOQVQLV QS G UPEVKTEK®PG
TGTTATTACTCGC GGCCCAGCCGGC CATGGCCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGACCAGAGGTGAAGAAGCCTGG
—>

Vel

A 8§ VvV K vV s ¢ K A §$ G F 8 F T T Y G F N WV E Q A P

GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTTCAGC TTTACCACCTATSGTTTCAACTGGGTGCCGACAGGLCCC
CDR1

g Q 6L E w M G W I $ A Y N G N T N VY A 0Q K L Q G R

TGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGSATGGATCAGCGCTTAC AATGETAACACAAACTATGCACAGAAGCTCCAGGGCAG
CDR2

v T M 7T DTS T TTTV Y L EL W G L F T D DT AV

AGTCACCATGACCACAGACACATCCACGACCACAGTATACTTGSAGCTGTGGGGCCTGACTTTTGACGACACGGCCGT

Yy ¥y ¢ AR P Y N W N L A V A F DL WG Q G T M V T V
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Figura 15. Secuencias de las regiones Vi, de los scFv positivos contra Cll1. En la figura se muestra

la secuencia de los genes Vy de cada uno de los scFv positivos contra Cll1. En las secuencias se
destacan los CDRs asi como el sitio de restriccion para la enzima Sfi 1. Ademds se muestran las
combinaciones Vu-Ji que fue utilizada para amplificar cada gen. La secuencia fue verificada en
ambos sentidos.

Cuando se comparan las clonas obtenidas contra las toxinas de alacran se pueden
observar muchos detalles importantes. De las clonas obtenidas contra Cll1 existen dos que
poseen un anticuerpo cuya secuencia en los CDRs es idéntica (Cllich4 y Cliich6). Estos
dos anticuerpos solo difieren en unos pocos residuos (4-8) fuera de los CDRs, por lo cual
se podria considerar que tienen las misma propiedades de reconocimiento. Ademas existe
una clona de las seleccionadas contra Cn2 cuya secuencia es idéntica a CllichS por lo que
se espera que estas dos clonas reconozcan a ambos antigenos.

Anticuerpos contra a-NH,-latrotoxina

En la Figura 16 se muestran las secuencias del gen Vi de cada una de las clonas diferentes
obtenidas contra o-NH,-latrotoxina. En las secuencias se puede identificar que existen los
patrones esperados para una regién Vy de humano en todos los casos. Aparecen los
aminodcidos conservados, los sitios de clonacién que fueron introducidos, asi como los
diferentes CDRs. Se sefialan cada una de las combinaciones de oligonuciéotidos que
generaron el gen Vyen cada uno de los scFv, asi como cada uno de los CDRs.

El largo de los CDR1 en todas las clonas se encuentra conservado (7 residuos). La talla de
los CDR2 también es muy conservada en todas las clonas (7 residuos). Para el CDR3 se
obtuvieron solo dos longitudes diferentes 12 y 18 residuos. La mayoria de las clonas tienen
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una longitud de 12 residuos solo las clonas Vn4p2 y Vn4chl poseen un CDR3 de 18

residuos.

En cuanto a secuencia el CDR1 es igual en la mayoria de los casos. Solo varia en las clonas
Vn4p5 y Vndchl, El CDR2 es idéntico para la mayoria de las clonas solo varia la secuencia
en la clona Vndchl. La secuencia de los CDR3 de las clonas de 18 residuos es la misma;

asi como los CDR3 de las clonas restantes.

Las clonas Vn4pl, Vn4p3, Vn4p6 y Vn4p7 poseen los mismos CDRs y solo difieren en unos

cuantos residuos en las regiones marco. La secuencia de los CDRs es la misma que la

repetitiva en las clonas contra Cll1. En este caso solo varia la secuencia del L1.

Podria ser que esta secuencia diera un anticuerpo pegajoso, lo cual vamos a comprobar

por ensayo de reactividad cruzada.
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Figura 16. Secuencias de las regiones V,, de los scFv positivos contra a-NHy-latrotoxina. En la
figura se muestra la secuencia de los genes V, de cada uno de los scFv positivos contra o-NH,-
latrotoxina. En las secuencias se destacan los CDRs asi como el sitio de restriccién para la enzima
Sfi 1. Ademas se muestran las combinaciones Vy-Jw que fue utilizada para amplificar cada gen. La
secuencia fue corroborada en ambos sentidos. Las secuencias de las clonas Vndpl y Vndp4 se
muestran como una sola ya que son iguales. Las clonas Vn4p3 y Vndp6 asi como las clonas Vndp4 y
Vn4p5 aunque tienen el mismo patron de restriccién poseen diferente secuencia.
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ELISAs de reactividad cruzada,

Después del “fingerprinting” y el andlisis de secuencia de los anticuerpos positivos se
analizaron estos contra cada uno de los antigenos para determinar su especificidad. Cada
uno de los anticuerpos fue retado contra diferentes antigenos los cuales no estdn
relacionados con el antigeno contra el cual fueron seleccionados. En la Figura 17A se
muestran los resultados para los cuatro anticuerpos positivos contra Cn2. En la Figura 178 se
muestran los resultados para los anticuerpos positivos contra Clil. En la Figura 17C se
muestran los resultados para los anticuerpos positivos contra a-NH,-latrotoxina. El Unico caso
de reactividad cruzada es entre el anticuerpo Cn24ch2 y Cliich5, los cuales son idénticos en
secuencia. El resto de los anticuerpos repetitivos que poseen el A27mod no c¢ruzan ni con
LTX, ni con Cn2. En el caso de Cn2 se esperaria que cruzaran ya que los antigenos son de
igual tamano vy las diferencias entre los anticuerpos es minima. Sin embargo, en estos casos
no se obtiene reaccién cruzada. Los anticuerpos contra LTX que poseen el V, repetitivo
tienen un L1 diferente lo cual podria explicar porque no reconocen a Cli1 o Cn2.
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Filgura 17. ELISA de reactividad cruzada. En 1a figura se muestran los resultados de los ELISA de
reactividad cruzadas los cuales fueron realizados para cada una de las clonas positivas contra los
diferentes antigenos. El panel A corresponde a las clonas positivas contra Cn2. El panel B corresponde
a las clonas positivas contra Cill, El pane! C corresponde a las clonas positivas contra «-NHj-
latrotoxina. Los resultados mostrados son una media de al menos tres experimentos independientes,
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DISCUSION

El rasgo distintivo de los anticuerpos es su capacidad para reconocer a cualquier otra
molécula con gran especificidad y alta afinidad. Aunque mucho se ha avanzado en la
comprensién de la relacién entre la estructura y la funcidn de los anticuerpos, aun se
desconoce de que depende que un anticuerpo dado reconozca cierto ligando o grupo de
ligandos dentro del vasto universo antigénico. Esto se demuestra en el hecho de que es
imposible predecir la especificidad de un anticuerpo.

El objetivo principal de este trabajo fue demostrar que existen reglas que correlacionan la
estructura de los anticuerpos con su especificidad. Trabajos recientes de nuestro grupo de
investigacion (Ramirez-Benitez [tesis doctoral, 2001]) han revelado la importancia de la
longitud de L1 para determinar la geometria del sitio de unién al antigeno de anticuerpos que
reconocen moléculas relativamente pequefias como péptidos y pequeiias proteinas (menos
de 70 aminodcidos, aproximadamente 7kDa) y proteinas propiamente dichas (mds de 70
aminoacidos). Las longitudes que se presentan en los anticuerpos conocidos de humano y
ratdén en L1 van desde 10 hasta 17 residuos (Ramirez-Benitez [tesis doctoral, 2001}). El
84% de los anticuerpos que reconocen péptidos presentan longitudes de L1 de mas de 13
residuos (Ramirez-Benitez {tesis doctoral, 2001). En contraste, los anticuerpos anti-proteinas
presentan longitudes de menos de 13 residuos (Ramirez-Benitez {tesis doctoral, 2001).

Basados en esta correlacion, se disefiaron e implementaron dos repertorios de
anticuerpos. Uno de ellos fue disefiado con el gen variable ligero de humano kappa A27, el
cual esta presente en el 25% de los anticuerpos de humano reportados hasta la fecha
(Griffiths et al., 1994). Este gen posee un L1 de 12 aminoacidos por lo cual es esperado
tenga una tendencia a reconocer proteinas. El otro repertorio fue generado a partir de una
modificacion de este gen, la cual consiste en una sustitucion del L1 del gen A27 por la regién
equivalente del gen DPK24. El gen DPK24 posee una longitud de 17 residuos vy
consecuentemente debe reconocer moléculas relativamente pequeiias. Cada uno de estos
genes se combinaron con el repertorio de los genes que codifican para las cadenas
variables pesadas de humano y se expresaron en formato de fragmento variable de
cadena sencilla (scFv) en la superficie del fago M13 como proteinas de fusion a la proteina
PIII del fago. La biblioteca con el gene A27 se llamo V,-A27 vy la biblioteca con el gene
A27 modificado se llamo Vy-A27mod.
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El tamafio de la biblioteca Vi-A27 se estimé en 1x10® variantes, mientras que la biblioteca
Vw-A27mod rindié 6x107 varlantes. Este tamafio en el entorno de 10° variantes es
comparable con el tamafio de bibliotecas de mediana talla reportadas en la literatura
(O’Connell et al, 2002). Si se considera que el repertorio de anticuerpos de un ratén es 10®
variantes, y que un ratén es perfectamente inmunocompetente, se puede asegurar que
esta talla es suficiente para reconocer cualquier antigeno, al menos con una afinidad en el

rango micromolar.

Tanto como el 96% y 98% de las secuencias analizadas por ensayo de restriccion en las
bibliotecas Vu-27 y Vu-27mod, respectivamente, mostraron la talla correcta. Esto indica que el
tamafio efectivo de las bibliotecas (clonas con potencial para expresar anticuerpos) esta muy
cerca de tamafio neto de las mismas (alrededor de 10® variantes). El analisis de la diversidad
de cada una de las bibliotecas reveld, sin embargo, que en el caso de V,-A27, solo 15 de 30
secuencias analizadas fueron diferentes (Tabla 2), lo cual indica un sesgo hacia la familia Vi,1,
de donde provienen las secuencias repetidas (analisis de secuencias). En la biblioteca V-
A27mod, el sesgo fue menor. Solo 2 secuencias de 30 analizadas fueron idénticas. No
obstante, las dos secuencias idénticas pertenecen a la familia Vyl. Este sesgo pudiera
haberse introducido durante el proceso de amplificacion del repertorio de genes Vy,
posiblemente por un desbalance en los oligonucléotidos utilizados para a amplificacion.

Aun con este sesgo, se consideraron ambas bibliotecas como Utiles y se procedid a su
seleccion. Al utilizar estas bibliotecas para seleccionar anticuerpos contra moléculas de
diferente tamafio, Cn2 y ClI1 de aproximadamente 7 kDa y LTX de aproximadamente 30
kDa, se observo, que la biblioteca Vi-A27 mostro una mayor sefial de DO.gaam cONtra la
LTX (Figura 9), si se compara con la sefial de ELISA obtenida para las dos proteinas
(menor tamafio). Por el contrario, la biblioteca Vu-A27mod, dio una mayor sefial de ELISA
contra las proteinas relativamente pequefias (Figura 9). Esta tendencia se confirmé al
analizar la expresion de scFvs libre en un ndmero de colonias tomadas al azar después de
la cuarta ronda de seleccidn para ambas bibliotecas (Figuras de la 10-12).

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos después de la seleccidn de
ambas bibliotecas contra la NH,-LTX y Cli1. En el andlisis no se incluyen los resultados
obtenidos para Cn2 pues no se pueden comparar ambas bibliotecas ya que para la
biblioteca Vu4-A27 no se obtuvieron resultados confiables. En este dltimo caso se produjo
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una contaminacion con una clona no deseada lo cual impidid, aparentemente, la seleccidn
de anticuerpos de interés.

Antigeno Frecuencia (%) de cionas positivas® Frecuencia (%) de scFv unicos®
VH-A27 VH-A27mod VH-A27 VH-A27mod
Cli1 125 50.0 2.5 17.5
LTX 343 0.9 20.0 2.9

Tabla 5. Frecuencia de clonas positivas y Unicas {(por “fingerprinting” y secuenciacion) seleccionadas
de las bibliotecas. a. La frecuencia de clonas especificas se calculd como el nimero de clonas
positivas entre el nimero total de clonas seleccionadas de la ronda cuatro para cada biblioteca (72,
40 y 35 para Cn2, Clil y NH,-LTX en ambas bibliotecas, respectivamente). b. La frecuencia de
clonas Unicas se calculd como el nimero de clonas positivas y que por secuenciacion resultaron
secuencias unicas entre el numero total de clonas seleccionadas de la ronda cuatro para cada

biblioteca (72, 40 y 35 para Cn2, Cll1 y NH,-LTX en ambas bibliotecas, respectivamente).

Como se observa en la Tabla 5, cuando se utilizd la biblioteca Vy-A27 (un L1 corto) para
seleccionar anticuerpos contra la ClI1 (molécula pequefia) , el nimero de clonas positivas fue
del 12.5%. Esta frecuencia de éxitos {clonas positivas/total analizado) aumentd a 50 % (4
veces) al utilizar Vy-A27mod (L1 largo).

Por otra parte, al utitizar Vi-A27mod (L1 largo) para seleccionar anticuerpos contra la NH;-
LTX (molécula grande), la frecuencia de éxitos es menor del 1%. En contraste, al utilizar Vy-
A27 (un L1 corto) y LTX (molécula grande) la frecuencia de éxitos fue de 34.3%. Esta
frecuencia disminuyd a 0.9% cuando se utiliza la biblioteca Vi-A27mod (L1 largo) con la NH,-
LTX. Es decir la frecuencia de éxitos disminuyo 38 veces.

Esto no solo se cumple para el nimero de clonas positivas, sino también para el nimero de
clonas Gnicas. Es decir, las bibliotecas no solo respondieron de manera diferencial ante el tipo
de antigeno, sino también que lo hicieron con respuestas diversas, variantes de diferente
afinidad o anticuerpos contra diferentes epitopes. Esto, a pesar del sesgo de las bibliotecas,
lo cual lo hace el resultado aun mas relevante.

El andlisis por secuencia de la clonas Unicas también reveld resultados muy interesantes que
pueden ser explicados dentro del marco de fa hipétesis bdsica del proyecto. La mayoria de los
anticuerpos independientemente de la biblioteca de que procedan y contra que antigeno se
hayan generado poseen un H1 de 7 residuos. Ademas para la mayorfa de los anticuerpos
positivos contra cualquiera de los antigenos se observa un H2 conservado (7 residuos
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mayormente) y en mucho de los casos conservados en cuanto a secuencia. Solo en el caso
del anticuerpo Clitpl se obtuvo un H2 mas largo de lo comin (10 residuos), lo cual podria

ser una explicacion de porque reconoce a un antigeno pequefo.

Por otra parte se han reportado unos pocos casos de anticuerpos anti-péptidos que poseen
L1 corto. En estos casos, sin embargo, la estructura del sitio de unién al antigeno conserva
una geometria concava. Este hecho esta soportado por la presencia de un lazo hipervariable
H3 con una longitud inusualmente larga (17 residuos) (Almagro, comunicacion personal). En
el caso de las clonas positivas contra Clt1 una clona de las 7 proviene de Ja biblioteca Vi-A27
{(L1=7, por tanto corto). En este caso no se observa un H3 particularmente largo sino por el
contrario; sin embargo este anticuerpo posee la talla de H2 mas larga (10 residuos)
observada para los anticuerpos positivos contra Cli1, Esta podria ser una explicacion de
porque reconoce este antigeno o quizas solo este reconociendo un epitope lineal sobre el

antigeno.

Para los anticuerpos anti-proteinas también se han encontrado excepciones a la que parece
la regla general. La presencia de un L1 largo en la estructura de un anticuerpo anti-proteina
genera un sitio de unién al antigeno cdncavo. En estos casos al analizar como ocurre la
interaccién del antigeno con el anticuerpo se han encontrado dos fenémenos. En algunos
casos la interaccion no es complementaria, sino que el antigeno se coloca sobre la estructura
del sito de unién dejando vacia la cavidad formada por el L1 largo. En otros casos el antigeno
presenta una protuberancia que se encaja en dicha cavidad y el resto de la proteina se
acomoda sobre la superficie del sitio de unién (Almagro, comunicacion personal). En el caso
de las clonas positivas contra NH,-LTX una clona de las 7 proviene de la biblioteca Vy-
A27mod. Este resultado podria estar dado por el hecho de que este reconociendo algin
epitope protuberante sobre la proteina. Esta especulacion se puede hacer sobre la base de
que esta clona posee un anticuerpo con un H3 muy largo (18 residuos), 6 residuos mas largo
que la mayoria de las clonas positivas contra este antigeno. Ademas este H3 es idéntico a
otro encontrado en una de las clonas procedentes de la biblioteca Vy-A27 (Vndch2), por lo
que se puede decir que ambos anticuerpos pueden estar reconociendo el mismo epitope. En
la tabla 6 se resumen las secuencias de los CDRs para cada una de las clonas positivas para

hacer un poco mas facil el analisis.
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scFv CDR1 CDR2 CDR3
Cn24chl GFTFTAY SYDGSK DMMTYFGDYSFDS
Cn24ch2/ ClilchS  GFSFTTY YSGNTN PYNWNLAVAFDL
Cn24ch3 GGSISSS HSGSTN PYNWNLAVAFDL
Cn24chd GYTLTDY PNSGGTN RPPSSTPYGVFDY
Qlitchl GFTFSDY FNGGDKYY PMVSFDY
Clitch2 GGSISSGGY YSGSTYYN GRVLMVYLDY
Clitch3 GYTFSNY AYNGNTN DRTDYGRMDF
Clich4 GFSFTTY AYNGNTN PYNWNLAVAFDL
Clliché GFSFTTY PYNWNLAVAFOL
CQiipl GDSVSSNSA TYYRSKWYND SPWSYFDY
Vn4p1/Vn4p4 GFSFTTY : PYNWNLAVAFDL
Vndp2 GISFTTY SNQGYSATWELLPAAFD]
Vndp3 GFSFTTY PYNWNLAVAFDL
Vndp5 GYTFSNY PYNWNLAVAFDL
Vnapb GHSFTTY PYNWNLAVAFDL
Vip7 GESF Ty PYNWNLAVAFDL
Vrdchi GYTFSNY AYNFNPN SNQGYSATWELLPAAFDI

Tabla 6. Comparacidn de la secuendia de los CORs en las clonas positivas. En la tabla se puede

observar que existe un sesgo hacia el uso de ciertos tipos de CDRs. Para el caso del CDR1 el 53% -
(secuencias en verde) de las clonas poseen la misma secuencia. En el caso del CDR2 el 47% de las

clonas posee la misma secuencia y el mayor por ciento se encuentra en las clonas que reconocen a

LTX (secuencias en naranja). En el caso del CDR3 un 53% de las clonas posee la misma secuencia

(secuencias en azul). Este sesgo podria ser una consecuencia del sesgo original pues nétese que [a

mayor parte del mismo se encuentra concentrado en las clonas que proviene de la biblioteca Vy-

A27. En rojo se sefialan los CDR3 de las dos clonas que reconocen a LTX aunque provienen de

diferentes bibliotecas.

Por ditimo el andlisis de la especificidad reveld que existen dos anticuerpos que tienen
reactividad cruzada contra Cn2 y Clll. El andlisis de secuencia reveld que estos dos
anticuerpos poseen la misma secuencia o sea son un solo anticuerpo (Cliich5 y
Cn24chh2). Et resto de las clonas son especificas aun cuando algunas de ellas son muy
parecidas en secuencia. Esto Gltimo reafirma la importancia del L1 en el reconocimiento
antigeno-anticuerpo.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

e la biblioteca Vi;-A27mod que lleva como gen variable ligero un-A27 cuyo'Ll (12
residuos) ha sido sustituido por el L1 del gen variable ligero DPK24 (17 reslduos)
reconoce, preferentemente, a Cll1 y Cn2. :

» La biblioteca V4-A27 que lleva como gen variable ligero a A27 (L1 12 reslduos)
reconoce, preferentemente, a la NH»-LTX.

« Se obtuvo mds de un anticuerpo contra cada antigeno. )

e Lla variabilidad de las bibliotecas fue suficiente para seleccionar. anticuerpos

contra diferentes antigenos.
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PERSPECTIVAS

« Determinar la afinidad de los anticuerpos seleccionados contra los antigenos utilizados
en este trabajo.

« Determinar si dichos anticuerpos son capaces de afectar la toxicidad “in vivo” de las

toxinas contra las cuales fueron seleccionadas.

Con estos dos puntos se redondearia el trabajo que abarca esta tesis y se tendrian datos
suficientes para escribir una publicacién en una revista internacional.

Ademas las bibliotecas de anticuerpos humanos que aqui se describen son de gran utilidad
para trabajos futuros ya que como se ha descrito en la bibliografia y se demostré en este
trabajo las mismas podrian utilizarse en la seleccidn de anticuerpos nuevos contra cualquier
tipo de antigeno que fuera de interés. Asi surgen un sinniimero de perspectivas nuevas tales

como:

¢ Utilizar un panel de antigenos nuevo y de mayor tamafio que incluyan moléculas de
diferentes tamafios, lo cual podria ayudar a confirmar nuestra hipdtesis original.

« Estos antigenos podrian ser élegidos atendiendo a alguna caracteristica interesante de
modo tal que los anticuerpos obtenidos tengan alguna relevancia.
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