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RESUMEN

El constante consumo de productos derivados de la industria apicola, asi
como la introduccion de abejas africanizadas, que producen una mayor
cantidad de miel; ha ocasiona el invariable contacto de personas con estas y
por ende se ha dado un incremento en el nUmero de ataque de abejas, a seres
humanos que en muchos casos ocasiona la muerte de estos ultimos.

Desafortunadamente, aun no se ha encontrado una solucion al problema
derivado del envenenamiento causado por un atague masivo de abejas.

Una nueva metodologia para la generacion y expresion de
macromoléculas tales como: proteinas, péptidos y anticuerpos entre otros, que
ha venido desarrollandose en los ultimos afos es conocida como despliegue en
fagos (phage display). En esta metodologia, se utilizan librerias de proteinas,
que son desplegadas en la superficie de fagos con gran numero de variantes.
Una de las finalidades de obtener una libreria, de fagos, es seleccionar el
mayor namero de variantes posibles y asi poder elegir dentro de ese universo,
alguna que tenga caracteristicas que nos sean Utiles, para realizar funciones
previamente definidas.

El fenbmeno de resonancia de plasmones superficiales es una
herramienta que ha sido implementada para la medicion de interacciones entre
moléculas. BlAcore, es un equipo reciente, cuyo funcionamiento esta basado
en este fendbmeno y con ayuda de éste es posible interpretar interacciones de
biomoléculas en un sistema de flujo continuo muy similar a las condiciones in
Vivo.

La constante busqueda de una respuesta a la problematica, causada por
la picadura de abejas, obliga a los investigadores a mejorar las técnicas de
seleccién y mejoramiento de anticuerpos, que nos ayuden a conseguir una
soluciébn que beneficie a la poblacion afectada. Esto redunda en una
disminucién de los riesgos del trabajo propio de la industria apicola.

INTRODUCCION

Los insectos constituyen el grupo mas grande e importante dentro del
reino animal, por su gran diversidad, con mas de un millbn de especies
descritas. Dentro del orden himendéptera se han descrito cerca de 250,000
especies, equivalente a una cuarta parte del total de especies de insectos
encontrados a nivel mundial.

Dentro de los himenopteros, un grupo de gran importancia bioldgica, por
la complejidad de su comportamiento y organizacion social, son las abejas,
ademas de la importante relacion que establecen con el hombre. Es
probablemente el grupo de insectos que le aporta mayores beneficios, pues
son importantes polinizadores de plantas, de gran valor econémico, que se
deriva de la explotacién apicola; sin embargo, desde el punto de vista medico,
es el grupo de animales venenosos de mayor importancia a escala mundial por
la alta mortalidad que originan sus picaduras, en comparacion con otro grupo
de animales ponzofiosos'. La presencia de abejas en torno al hombre
incrementa la posibilidad de que el encuentro entre éstos culmine en serios
problemas médicos.

La presencia de estructuras y adaptaciones morfofisiolégicas, asi como
la produccion de sustancias que les permiten proveerse de alimentos y
defenderse, son las constantes filogenéticas frecuentes en la evolucion de las
especies. La finalidad de las sustancias producidas por especies predadoras es



el iniciar un proceso extrinseco de digestion de las presas capturadas, lo que
explica la accion neurotoxica y la histotoxicidad caracteristicas de algunos
venenos animales, propiedades que pueden darse en forma independiente o
combinada; también les permite responder con ciertas ventajas al ataque de
enemigos y asi mantenerse vivos en la cadena biolégica, como es el caso de
las abejas’.

La frecuencia de los atagues masivos de abejas se ha incrementado
dramaticamente en el continente americano debido de la introduccion y la
proliferacion de las abejas africanas (Apis mellifera scutellata), por su alta
explotacién, debido a que tiene una mayor produccién de miel®.

La introduccion accidental de abejas africanas (Apis mellifera scutellata)
nativas dentro de brasil, en 1957, y su subsecuente desplazamiento e
hibridacion con las ya establecidas abejas europeas (A. m. mellifera y A. m.
lingustica) dio como resultado abejas africanizadas o0 “asesinas” altamente
agresivas, que se adaptan a los climas templados y céalidos mejor que las
europeas, dando asi un amplio rango de distribucién en toda América. Se
postula que desde 1992 las abejas africanizadas cruzaron la frontera sur de los
Estados Unidos®.

La alta frecuencia de ataques de abejas africanizadas reside en su
agresividad debido a que: mantienen una mayor proteccion de la colmena,
poseen menor umbral de irritabilidad, dispersan mas feromonas de alarma
aumentando la probabilidad de ataques multiples, permanecen excitadas por
mas tiempo (hasta 24 horas), después de la perturbacion y realizan una
persecucién mas persistente (hasta 200 metros) del sitio de ataque inicial®.

Desde 1985 se ha estimado que en el continente americano se han
causado entre 700 y 1000 muertes. S6lo en México se dieron 190 muertes
entre 1988 y 1993, y se estima que pudiera aumentar a 60 muertes por afio”.
Se notificaron alrededor de 17,478 picaduras en 19982

En México se observo una relacién importante (r* > 0.5) entre la cantidad
de sujetos picados entre enero y junio de 2001 (n=300) y la cantidad de
enjambres de cada delegacion (1365 colmenas totales) dando un promedio de
0.22 individuos picados por colmena, ratificando que producen una gran
cantidad de accidentes en humanos?.

Ademas, hay que considerar que hay numerosas colonias silvestres de
abejas, originadas de fugas de apiarios, que pueden tener entre 20,000 a
60,000 individuos.



Veneno de abeja

El veneno de abeja es una mezcla compleja de sustancias quimicas con
actividades téxicas: incluye compuestos organicos de bajo peso molecular,
(masa molecular menor a 1,000 Da), péptidos (masa molecular menor a 10,000
Da) y moléculas de alto peso molecular (masa molecular mayor a 10,000 Da),
que varian en composicion y accién bioldgica’. Entre los compuestos
identificados se encuentran péptidos simples como la apamina, polipéptidos
como la melitina y enzimas como la fosfolipasa A, y la hialuronidasa.
Recientemente se demostré que algunos citratos anidnicos constituyen otros
componentes del veneno. La melitina y la fosfolipasa A, son los componentes
mas abundantes en el veneno (75% del veneno total), en una relacién 3:1%. La
melitina se adhiere a las membranas de los glébulos rojos, produciendo
hemolisis. La fosfolipasa A,, que tiene caracteristicas de alergeno, actia como
agente  bloqueador que puede provocar pardlisis  respiratoria®.
Experimentalmente, la actividad letal de la fosfolipasa A, en ratones es mayor
qgue la de la melitina y que la mezcla de ambas en la combinacién natural 3:1,
cuando se analizan por separado; sin embargo, considerando que la actividad
de la melitina es apenas menor que la de la fosfolipasa A, pero que es la mas
abundante, se considera como el componente mas letal del veneno de abejas’.

El contenido de veneno y el porcentaje de compuestos varian entre
individuos de diferentes colonias, tanto en abejas europeas como en las
africanizadas. El peso seco del veneno contenido en el saco de veneno de las
abejas europeas varia entre 150-300 mg; sin embargo, la diferencia entre la
menor y la mayor cantidad de veneno contenido en los sacos de veneno de
abejas individuales esta entre 18 a 19 veces. La concentracion de fosfolipasa
A, varia entre 1.8% y 27.4%, del total del veneno, mientras que la variacion de
la cantidad de melitina es menor™.

Las abejas africanizadas inyectan un promedio de 94 ug de veneno en
menos de un minuto, a diferencia de las europeas que inyectan alrededor de
147 ng. Se ha observado en pacientes, niveles de veneno de 3.8 mg/l
circulando®.

A. m. mellifera tiene una dosis letal media (LD 50) de 3.1 mg/kg, en
ratones®.

Melitina

La melitina es un péptido anfipatico, que actia como factor directo de
lisis en las membranas bioldgicas. Tiene un tamafio de 26 aminoacidos, un
peso molecular de 2,800 Da y es altamente hidrofobico®. Cada cadena de
melitina esta compuesta por dos segmentos de alfa hélice con una forma de
barra doblada®. La regién de los residuos 1-20, son principalmente de caracter
hidrofobico, mientras que la region de los residuos 21-26, son de caracter
hidrofilico, es debido a estas caracteristicas que la molécula es dividida en dos
mitades para ser estudiada® (Fig. 1).

La estructura primaria de la melitina es de caracter anfifilico. La
secuencia completa de los residuos de aminoéacidos es:

NH2-Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser
1 7 14 15
Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-CONH2
21 26



Su estructura terciaria asume una conformacion extendida de alfa hélice
gue es interrumpida en la posicién 10 a 12. Esto da como resultando dos ejes
de hélices arreglados en una conformacion que coloca a los residuos
hidrofébicos consecutivos dentro de la superficie de una pequefia cavidad’.

La columna vertebral de cada cadena de melitina mantiene una
inclinacion con un angulo de 120° Cada molécula de melitina muestra dos
cadenas de estructura alfa hélice la primera formada por los residuos 1 a 10, la
cual esta conectada, a través de los residuos 11 y 12, con los residuos 13 al
26, que forman la segunda®.

Los 20 residuos del lado amino terminal estan arreglados
asimétricamente alrededor de la estructura de acuerdo a su polaridad. Diez
residuos hidrofébicos de cada cadena se ubican en la primera parte de la
estructura, con una relacion de solo cuatro residuos hidrofilicos, mientras que
en la segunda seccion se ubican cuatro hidrofobicos. El carboxilo terminal,
abarca seis residuos en la cadena, que son enteramente hidrofilicos.

La melitina esta caracterizada por seis cargas positivas cuatro
acumuladas en la secuencia Lys21, Arg 22, Lys 23, Arg24 (Fig.1).

MELITINA

hidrofobicos hidrofilicos
KNKRKQ*

Fig.1 Se muestra la distribucién de residuos hidrofébicos e hidrofilicos dentro de la melitina. El
asterisco marca la secuencia del carboxilo terminal

Distribucidn espacial

Aunque el lado de la cadena que abarca los residuos 1 al 6 son todos
hidrofobicos, un lado de la hélice es mas apolar que el otro dentro de la misma
region. La razén de esto es porque la cadena que comprende los residuos lle-
2, Val-5 y Leu-6 se encuentran todos posicionados hacia el lado interno o el
lado alto del doblez, mientras la cara opuesta de la hélice tiene sélo una
pequefia Ala-4. Existe una segregacion espacial de cadenas laterales apolares
y polares en los residuos 7-20. Los residuos mas apolares Val-8, Leu-9, Leu-
13, Leu-16, lle-17, Trp-19 y lle-20 estan todas en la superficie interna; los
residuos hidrofilicos, Lys-7, Thr-10, Thr-11 y Ser-18 estan todos en la superficie
exterior de la molécula.

Andlisis de resonancia magnética nuclear (RMN) en estado solido,
muestran que el efecto del residuo Pro-14 en las regiones de las alfa hélices de
la proteina es la causa de la distorsion de la geometria estandar. Esto es por la
inherente rigidez de la prolina y la disrupcion de la formacion de puentes de
hidrogeno®.

La Pro-14 contribuye de diferentes maneras a la formacion del doblez en
la estructura aunque, en realidad, forma parte de la segunda region de la



cadena de alfa hélice. Debido a que la Pro-14 no forma enlaces de hidrogeno
con la Thr-10, por ende, la hélice-alfa es desestabilizada entre los residuos 10 y
14 >(Fig.1).

La cadena de la melitina puede ser dividida en tres regiones, basado en
la distribucion de las cadenas polares y apolares: 1) La region hidrofobica
amino terminal, 2) seccion central con caras hidrofébicas e hidrofilicas y 3) la
region completamente hidrofilica en el carboxilo terminal (Fig.2).

Fig.2 Melitina. Se muestran los residuos de aminoacido dentro de la cadena. La primera region
(residuos 1 al 13), representa la parte hidrofébica, dividida por la mitad por una prolina (residuo
14). Dentro de la segunda regién se muestra la regién hidrofilica (residuos 20 a 26).

La melitina es soluble en agua pero existe en dos estados en solucion,
difieren en estructura secundaria y cuaternaria. En una baja fuerza iénica y baja
concentracion se comporta como un monémero® y se presenta como tetramero
en una solucién de alta fuerza iénica™.

Debido a su caracter anfifilico, la melitina en solucién, puede asociarse
para formar tetrameros y pueden unirse a la superficie de los fosfolipidos de la
membrana en la célula®.

La repulsion electrostatica entre las cargas positivas y las interacciones
hidrofébicas, dentro de una solucion, determinan la conformacion del péptido
en un equilibrio monémero-tetrdmero.

Los balances entre las adhesiones hidrofébicas del monomero y la
repulsion electrostatica del las cargas positivas en las moléculas de melitina
ocasiona que ésta se encuentre como tetrdmero en concentraciones altas y
medios predominantemente acidos dentro de las glandulas de secrecion del
veneno de la abeja. Resultados obtenidos mediante flouresencia®® y RMN>?
indican que la melitina se encuentra en forma monomérica a bajas
concentraciones. Estas condiciones de una baja fuerza iénica favorecen la lisis
celular dentro de un organismo vivo.

Melitinay membrana

La melitina posee accidn citolitica y necrotizante sobre diferentes tipos
celulares, ocasionando la hemodlisis de leucocitos. Activa la fosfolipasa C vy
también puede activar la fosfolipasa2 tisular, que a su vez puede activar a la
fosfolipasa D. Estas actividades combinadas producen diacilglicerol y acidos
grasos libres que pueden alterar las funciones de los canales de Na'. Se le
identificé inicialmente como “factor hemolitico directo™. Su capacidad de
hidrolizar membranas celulares se debe a que puede comportarse como un



detergente, es decir, la melitiha se une a la membrana plasmatica
desorganizando los lipidos y proteinas; esta actividad aumenta, de forma
sinérgica cuando actia conjuntamente con la fosfolipasa A, del veneno. Los
cambios en la membrana aumentan su permeabilidad induciendo profundos
cambios de composicion ionica y muerte de la célula afectada. Adicionalmente,
en los tejidos aumentaria la actividad de factores de necrosis tumorales alfa y
de ciclooxigenasas-2 lo que aumentaria los procesos inflamatorios?.

Durante la lisis celular las cargas positivas en la melitina interactdan con
los grupos fosfatos de los lipidos. La fuerte unién de la melitina a la membrana,
afecta la estructura de los mismos®.

Estudios basados en RMN indican que la melitina es un mondémero en la
bicapa fosfolipidica, y la porcion hidrofobica de la hélice esta en contacto con
los fosfolipidos de la bicapa, mientras que la porcion hidrofilica esta accesible
en el medio acuoso™* ',

Mediante pruebas de lisis en liposomas®, reduciendo el nimero de
residuos de aminoacidos en diferentes moléculas de melitina, se observd que
el tamafio de la hélice anfipatica es un factor importante para la lisis, asi como
qgue la regién hidrofébica es la que estad realmente implicada en la unién y
determinando por tanto la actividad litica™®.

Estudios, mediante microscopia electronica’, indican que la melitina
tiene notoria afinidad por la interfase agua-lipido. Este hecho se observa
claramente como la melitina se encuentra en el medio acuoso y llega a la
penetracion en la bicapa de lipidos. Se ha visto que la melitina ocasiona la
fragmentacion de la membrana™**?*, Se sugiere que la actividad de la melitina
en la superficie de la membrana y la conveniente asociacién apolar entre su
porcidn hidrofébica y las cadenas de acilo de los fosfolipidos es la causa del
rompimiento de la membrana®®.

Existen dos principales teorias de cémo la melitina puede provocar la
lisis celular. Una de estas teorias propone que forma canales idnicos en la
bicapa de la membrana por la tetramerizacion de los monémeros (Fig.3a) ** °.
La segunda propuesta es que forma una cufia parcial para penetrar la
membrana e incrementar la permeabilidad y la desorganizacién de los lipidos®?
(Fig.3b).

El modelo de la formacion de canales idnicos por la melitina en la
membrana, involucra cuatro moléculas con caras hidrofilicas hacia dentro del
poroll, 15
a)




Fig.3 Modelos de lisis en células por la melitina. a) representacién grafica de la formacién de
poros por tetramerizacion. b) modelo de lisis por la desorganizacién de los lipidos en la
membrana por la melitina.

Mediante estudios con liposomas expuestos a melitina y con ayuda de
microscopia electrionica™®, asi como por medio de dicroismo circular orientado
(OCD, por sus siglas en ingles) ** y RMN>3, se encontré que la melitina puede
romper liposomas por medio de al menos cuatro mecanismos:

a) Superando las fuerzas de adhesion polar entre los fosfolipidos, mediante
la formacion, de una interfase agua-aire, bajando draméaticamente la
tension superficial en la membrana dandose la penetracion y finalmente
formando poros.

b) Rompiendo las fuerzas de cohesion apolar (hidrofobico) entre las
cadenas acil, mediante la integracién de la regién hidrofébica de cada
molécula dentro de la membrana, y provocando el desorden de los
fosfolipidos.

c) Rompiendo las fuerzas de cohesion impuestas por el agua del medio en
las regiones de las cargas cercanas a los grupos de las cabezas de los
fosfolipidos.

d) Actuando de manera clasica como detergente formando micelas de los
fosfolipidos de la melitina, en la cual cada cadena individual de las
cadenas acil de cada liposoma puede asociarse con la porcién
hidrofobica de la melitina™* *°.

El dltimo mecanismo puede ser consecuencia, en caso extremo del
segundo.

Las fuerzas de cohesiéon pueden presentar una estructura escalonada de
los grupos en las cabezas polares de la membrana®®.

La melitina combina una superficie altamente cationica, (carboxilo
terminal), con una hélice corta hidrofébica (amino terminal), de 11 residuos,
favoreciendo su particiéon dentro de los lipidos de la bicapa en la regién de la
interfase. Se ha sugerido que dicha configuracion incrementa la curvatura de la
bicapa provocando la ruptura de ésta. Los estudios, por RMN, demuestran que
la melitina se encuentra inmersa en la bicapa” 3.

La formacion de un poro por la melitina, en forma de tetramero,
incrementa la permeabilidad de la membrana. Los poros formados muestran
selectividad de aniones sobre cationes, probablemente por la acumulacion de
cargas positivas en el carboxilo terminal del péptido. El incremento en la
permeabilidad de iones en presencia de melitina provee una explicacion
plausible de la actividad hemolitica’. La formacién de poros se da mediante
uniones micelares®® y mas recientemente se ha encontrado que se da por
medio de la formacion de un poro toroidal. Este modelo apoyado por estudios
de dispersion de neutrones (neutron scattering) y dicroismo circular orientado
(OCD, por sus siglas en ingles)®® se basa en la formacién de un poro
espontaneo transmembranal, debido al acomodo del tetramero de forma
perpendicular a la membrana.

La unién del mondémero con la membrana siempre se da de forma
paralela a la misma, a diferencia de la forma tetramérica que se da de manera
perpendicular. Esto sugiere que en condiciones de baja fuerza i6nica y baja
concentracién se comporta como un monémero®, mientras que en condiciones



de alta fuerza i6nica’® se comporta como tetrdmero; ambos casos (unién,
perpendicular o paralela, a la membrana), la melitina causa lisis celular.

La melitina es muy termoestable (solo a 100 °C y por 1h se abate su
accion litica'), lo cual favorece su actividad hemolitica. Esto explica también
porque es dificil de degradar.

Sintomas

Debido a que la melitina es considerada como el componente mas letal
dentro del veneno, se le ha atribuido una alta toxicidad general y local. Se ha
demostrado en pacientes que sufrieron ataques masivos de abeja y
corroborados por estudios en diferentes tejidos musculares de rana®’ que la
melitina afecta las sinapsis neuromusculares y ganglionares, produce paralisis
respiratoria y hemolisis. Es responsable del dolor y la inflamacion, asi como de
la inhibiciobn de la colinesterasa en el plasma. También participa en la
coagulacion del fibrinbgeno, incrementa la permeabilidad capilar, contrae la
musculatura lisa y libera histaminas.

La picadura produce dolor local e inflamacion, causa hemdlisis y hace
permeable la membrana de los capilares de la piel. Su accién vasodepresora
periférica, produce hipotension al principio, pero si persiste o se incrementa la
concentracion de melitina en el cuerpo, se invierte esta accion y se torna en
hipertensiva, llegando a producir paralisis respiratoria y muerte™®.

Tiene también accion paralizante sobre las terminaciones nerviosas
motoras, liberando potasio en el tejido muscular.

La fosfolipasa A, (lecitinasa A) transforma los acidos grasos no
saturados de lecitina en lisolecitina. Evita la coagulaciéon de la sangre e induce
la liberacibn de prostaglandinas. Produce hemodlisis indirecta, inhibe el
transporte de electrones, afecta la fosforilacién oxidativa.

Los sintomas, debido a la picadura de abeja pueden variar en cada
individuo, depende de la localizacion y del nUmero de picaduras, asi como de la
sensibilidad de la victima a los componentes del veneno.



ANTECEDENTES

El ataque de abejas es un problema que involucra la industria apicola,
asi como poblaciones que estan en contacto con colonias silvestres, a nivel
mundial. La generacion de un antiveneno que pueda prevenir la muerte por
picaduras de abejas, es una de las principales metas para la investigacion en
este ramo, ya que aln no se encuentra una terapia especifica.

Se ha observado que al remover la parte hidrofébica del amino terminal
se reduce la actividad litica de la melitina. Cuando el segmento catiénico de 6
aminoacidos es removido, el péptido no causa lisis, aunque se une a las
membranas celulares®®.

Anticuerpos

Taylor y colaboradores en su trabajo’’ extrajeron del suero de ratones,
inmunizados con melitina, 1gGs e IgEs. Mas del 80% de estos, son especificos
para melitina y se encuentran unidos a la parte hidrofilica del carboxilo terminal
de la melitina. Taylor y colaboradores obtuvieron, tres anticuerpos
monoclonales especificos de melitina. Dos de ellos son is6tipos de IgG y uno
de isétipo IgE. Uno de los anticuerpos monoclonales del is6tipo IgG se une al
sitio carboxilo terminal de la melitina, mientras que los otros dos no; pero
estudios de competitividad indican que los anticuerpos se unen a este lugar o
lugares muy cercanos a este. Estas observaciones, aunado a que se sabe de
las propiedades anfifilicas de la melitina, sugieren que la inmunogenicidad de
este péptido es a consecuencia de que se une a la superficie de fosfolipidos de
la célula, por la parte hidrofébica'’. Es por esto que los anticuerpos no son
capaces de neutralizar al péptido ya que no son capaces de reconocer el sitio
hidrofébico.

Debido a que la fosfolipasa A, es el componente denominado alergénico
dentro del veneno de abeja la mayoria de personas sensibles al veneno de
abeja presenta anticuerpos IgE e IgG que reconocen a la fosfolipasa (se
presentan en 3 de cada 5 personas), mientras que so6lo un tercio de estas
personas presentan isétipos IgG que reconocen a la melitina®.

Ademas, este modelo proporciona una explicacién a la inmunogenicidad
de este péptido; a saber, la unién a los fosfolipidos de la membrana de la célula
provoca cambios en la melitina ya que siendo un antigeno soluble, se torna en
un antigeno celular multivalente con su fragmento hidrofilico carboxilo terminal
como un grupo hapteno. Esta propiedad, asi como la tendencia de la melitina a
formar tetrameros, no permitiendo la union de anticuerpos a cada molécula
incrementa la inmunogenicidad de la melitina, incrementando la vida media en
el torrente circulatorio del hospedero’ 2,

Jones y colaboradores™ produjeron fragmentos Fab de anticuerpos de
oveja previamente inmunizada, la cual presento un gran numero de
anticuerpos I1gG especificos contra melitina, pero reconociendo la parte
hidrofilica de ésta o regiones aledafias™®.



PRINCIPIOS METODOLOGICOS (MARCO TEORICO)

Despliegue en fagos

La técnica de despliegue en fagos o phage display en ingles, comenzo a
desarrollarse hace alrededor de 20 afios, cuando se demostro su viabilidad
como herramienta dentro de la investigacion molecular y los muchos beneficios
a nivel biomédico que ofrece.

Se puede definir el despliegue en fagos (phage display) como la técnica,
molecular, en la cual proteinas exogenas son expresadas en la superficie de
los fagos. De tal forma que los fagos, ademas, de convertirse en el vehiculo
que lleva la informacién para la expresion de proteinas, tiene la capacidad de
replicarse®. Descrito de una manera mas simple el despliegue en fagos es la
expresion de proteinas, péptidos, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos en
la superficie de fagos®® ?*. Esto se logra por la incorporacion de la secuencia de
nucleodtidos que codifica para alguna proteina en el genoma del fago fusionado
al gen que codifica para una proteina de la cubierta viral. Esta fusion asegura el
ensamblaje con el fago y asi la proteina fordnea sea desplegada en la
superficie del fago maduro. Este acoplamiento entre fenotipo y genotipo de la
proteina expresada y la capacidad de replicacion del fago son los elementos
que sostienen la tecnologia del despliegue en fagos. Con esta técnica se
pueden tener una gran cantidad de variantes de secuencias de nucleoétidos,
que codifiqguen para proteinas deseadas, llegando a producir una diversidad de
millones o cientos de millones (alrededor de 10°), dentro de una poblacién de
fagos, que pueden ser seleccionadas y obtener moléculas con las
caracteristicas deseadas (Fig. 4).

El despliegue en fagos es una herramienta muy poderosa para la
seleccion de péptidos, proteinas y anticuerpos que tienen propiedades
especificas de unién dentro de un gran numero de variantes. Se utiliza
principalmente en pruebas moleculares contra blancos especificos, asi como
para, el andlisis y manipulacion de las interacciones proteina-ligando entre
otras aplicaciones.
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FIG. 4 Técnica de despliegue en fagos. a) Fago simple que muestra un origen de replicacion
(Or) y genes (g7 y g2) que codifican para dos tipos de proteinas de la cubierta pl y p2
respectivamente. Una proteina exogena px codificada por el gen gx puede ser desplegada en
la superficie por la fusiébn de gx con algun gen de proteina de la cubierta. b) éste principio es
aplicado para la expresion de péptidos naturales o al azar, dominios de proteinas o toda la
proteina, anticuerpos o fragmentos de anticuerpos. c) una libreria de variantes nucleotidicas,
puede convertirse en una libreria de variantes de péptidos, proteinas o anticuerpos
desplegados. Esta libreria puede ser sometida a seleccién para aislar péptidos, proteinas o
anticuerpos con propiedades especificas.

Biologia de fagos filamentosos

Por mucho los fagos mas populares para el despliegue son los fagos
filamentosos no liticos. Tiene una cadena sencilla de ADN cerrada
covalentemente, contenida dentro de un cilindro de aproximadamente 7 nm de
ancho por 900 a 2000 nm de largo. Los fagos mejor caracterizados son el M13,
fl y fd, los cuales infectan a E. coli por medio del plasmido F'. La infeccién
comienza cuando el fago tiene una interaccion especifica entre la parte final del
fago con la punta del pilus F* de la bacteria. El pilus F* es muy importante y
requerido para la transferencia, del plasmido F dentro de la bacteria hospedera,
solo se expresa a 37 °C #*. Dentro, el genoma es replicado involucrando tanto
las proteinas derivadas del fago como las de la célula hospedera, y
posteriormente empagquetadas por la célula infectada en una particula en forma
alargada, la cual es liberada al medio. Todas las proteinas del viribn pueden
ser trasportadas al periplasma de la célula propiciando su ensamblaje y la
posterior extrusién de los viriones?.

El fago M13 de la familia de fagos Ff, son excelentes vehiculos de
clonacion, porque su tamafo no es dependiente del ADN contenido dentro de
él. La insercion de secuencias externas dentro de su genoma permite su facil
exposicion en la superficie del fago gracias a su tamafo. Por otra parte el
mecanismo de propagacion no litica, requiere que todos los componentes de la
cubierta sean exportados a través de la bacteria dentro de la membrana para el
ensamblaje de un fago maduro. En consecuencia, solo las proteinas que son
capaces de adecuarse a esta exportacion pueden ser desplegadas? (Fig. 5).
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Fig.5 Fago M13 de la familia de fagos filamentosos Ff. a) Plasmido F del fago M13, contiene
origen de replicacion, de trascripcion asi como la informacién para la expresion de las proteinas
de la cubierta plll y pVIIl. b) Proteinas de la cubierta utilizadas para despliegue en fagos,
generalmente son utilizadas, plll y pVIIl.

Se producen alrededor de 1000 fagos en la primera generacion, estos
contindan la reinfeccion y cada hospedero produce alrededor de entre 100 a
200 fagos por generacién llegando a formar un total de aproximadamente 10° a
10" particulas infecciosa por mililitro, después de una ronda de amplificaciéon?.

Cada fago tiene una cubierta formada de 5 diferentes tipos de proteinas,
las cuales pueden ser usadas para el despliegue de proteinas externas®*%.

Cada proteina de la cubierta tiene su merito relativo, para ser tomada en
cuenta para la fusién con respecto a la densidad de proteinas que se quieran
desplegar en cada fago, el efecto del nUmero de proteinas expresadas se
refleja en la viabilidad y la estabilidad de la fusién de cada proteina®. Las
proteinas de la cubierta mas usada para despliegue en fagos son la pVlil y plll.

En términos generales un gran namero de proteinas pequefas pueden
ser mejor desplegadas en la pVIIl, mientras que plll es mas util para un menor
ndmero de proteinas con un tamafio mas grande?®® (Fig.6).
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FIGURA 6. Formatos de despliegue en fagos. Estrategias para la expresion de proteinas en la
superficie de un fago. a) El formato simple para la expresion de un péptido o proteina fusionada
con un gen (gx) que codifica para una proteina externa (px) con un gen de la proteina de la
cubierta. Esta estrategia produce fagos en los cuales todas las copias de la proteina de la
cubierta elegida esta fusionadas con una proteina.(pl/py). b) El fago hibrido puede ser creado
por la incorporacién de la fusion de genes (g1/gx) como un elemento adicional en el genoma
del fago. Con este arreglo, dos versiones de la proteina de la cubierta elegida como la pareja
de fusién estan codificadas una por el gen nativo (pl) y otra por el gen fusionado (pl/py). Como
el fago es ensamblado ambas pl y pl/px son incorporadas dentro de la cubierta del fago. c)
Sistema basado en fagemido es también ampliamente usado en la construccion de fagos
hibridos. Sin embargo, el lugar de estar presente en solo genoma, el gen codifica para
proteina, silvestre (wild type) de la cubierta y proteinas fusionadas son llevadas por el fago
ayudador (helper) y fagemido respectivamente. La bacteria hospedera contiene ambos ADNS,
del fagemido y del ayudador y ambos genomas contribuyen a la sintesis del fago hibrido. d) El
bacteriofago M13 es ampliamente utilizado como vehiculo para despliegue en fagos. La
proteina de membrana plll puede ser utilizada como pareja de fusién para un nimero limitado
de proteinas (un maximo de 5) mientras miles de proteinas pueden ser expresadas en la
superficie si es usada pVIIl. Se indica el nUmero aproximado de copias en M13.

Principio basicos

Los dos elementos claves para el despliegue en fagos son: una libreria
de secuencias de nucledtidos que codifiqguen para sus correspondientes
péptidos, proteinas o anticuerpos, entre otros (p.e. fragmentos de genes,
oligonucleotidos al azar, poblacion de cADN o el gen de un anticuerpo) y el
vehiculo, fago, donde las secuencias seran expresadas. La forma mas sencilla
para guardar y expresar una proteina externa es la fusion entre la secuencia



nucleotidica de la proteina que se quiere expresar y el gen que codifica para
una proteina de la cubierta, del fago, dentro del genoma viral®’. Utilizando este
método la proteina, que se fusiono, se expresara cuando se exprese la
proteina de la cubierta, esto nos da una ventaja en cuanto al nUmero de copias
de proteinas expresadas, pero si la funcionalidad de la proteina de la cubierta,
elegida, esta comprometida por la fusién, la viabilidad del fago se vera
afectada, especialmente las versiones de la proteina silvestre (wild type) de la
cubierta que son retenidas. Esto se evita, si fagos hibridos son producidos en
los cuales se encuentran copias silvestres (wild type) y copias con la proteina
fusionada. En algunos sistemas de fagos hibridos la fusion del gen de la
proteina es elemento adicional en el genoma del fago, de modo que una copia
del gen de la proteina silvestre es retenida y el fago expresa ambas?® (Fig. 6).

Como alternativa de fagos hibridos se crearon sistemas basados en
fagemidos, este ha sido adoptado fuertemente. Consiste en que las secuencias
que codifican para una proteina fusionada son cargadas con el fagemido
(pldsmido con un origen de replicacion y sefial de empaquetamiento) mientras
la mayoria de los genes requeridos para la formacion del fagos son cargados
por el fagos ayudador (helper) que co-infectan una bacteria hospedera®.

El sistema de fagos hibridos tiene desventajas potenciales, ya que el
namero promedio de proteinas fusionadas que son desplegadas es reducido,
debido a la competencia para la incorporacion dentro del fago, entre el tipo
silvestre (wild type) y las proteinas fusionadas de la cubierta®®. Sin embargo la
baja valencia pude ser de gran ayuda, como estrategia durante la seleccién
(bio—panning).

El ndmero de proteinas expresadas, depende de la proteina de la
cubierta elegida para la fusion; si se elige el sistema de fagemido, depende del
fago helper®.

Despliegue de anticuerpos

Los anticuerpos fueron las primeras proteinas desplegadas
satisfactoriamente en la superficie de fagos®. Este fue hecho mediante la
fusion de la secuencia que codifica para la regién variable del anticuerpo (V),
es decir, codifica para un fragmento de cadena sencilla Fv (scFv), unido al
amino terminal de la proteina plll de la cubierta del fago. El anticuerpo fue
desplegado usando el vector del fago y fusionandolo con el genlll. En este
vector, el gen que codifica para el fragmento de anticuerpo scFv, fue clonado
en el mismo marco con el genlll y la secuencia sefial del genlll, en la direccion
normal de transito de la proteina al periplasma. Asi, los dominios VH y VL se
pliegan correctamente, covalentemente por un péptido conector para formar un
scFv funcional. Inicialmente, el vector del fagos tiene la informacion genética
requerida para completar el ciclo del fago®.

Debido a que el fagemido contiene la informacion para el genll, el scFv
puede ser fusionado con el amino terminal del genlll maduro o en el amino
terminal truncada de la plll carente de los dos primeros dominios amino
terminal®.

El ADN del fagemido que codifica para la fusién entre el anticuerpo y
plll, es preferentemente empacado dentro del fago mediante el fago ayudador
(helper), el mas usado es el M13, que proporciona a todas las proteinas
estructurales®.



El despliegue de anticuerpos en fagos no solo amplia nuestra capacidad
de generar nuevas variantes de anticuerpos sino de encontrar variantes con
aplicaciones meédicas, de investigacion, entre otras. Una de las mayores
ventajas de la produccion de anticuerpos, por medio de despliegue en fagos, es
que todo el proceso se lleva a cabo in vitro.

La cantidad de anticuerpos desplegados en fagos, que se necesitan
para un antigeno es mucho menor a la tipica requerida para produccion de
anticuerpos por hibridoma (microgramos comparados con miligramos) y el
tiempo requerido para generar anticuerpos recombinante es reducido (unas
semanas comparadas con varios meses). Ademas de ser relativamente simple,
no necesita requerimientos especiales, ademas de ser barata.

Ambas, el hibridoma convencional y el despliegue en fago de
anticuerpos, genera una vasta diversidad en el repertorio de anticuerpos *°.

Con el despliegue en fagos de anticuerpos se pueden sintetizar y
seleccionar anticuerpos que tengan la afinidad y especificidad deseada para
estudios in vivo o in vitro, asi como para inmunoterapia y enfermedades
humanas?.

El despliegue en fagos es una técnica muy poderosa para desplegar
librerias que contienen millones hasta cientos de millones de diferentes
péptidos, proteinas o anticuerpos. Una de las aplicaciones mas util del
despliegue en fagos es la purificacion de anticuerpos monoclonales
recombinantes usando librerias de fagos-anticuerpos®*. De hecho, en los
altimos afios, se han desarrollado nuevas técnicas muy eficaces para la
construccion de librerias de fragmentos de anticuerpos, asi como ingeniosos
métodos de seleccion han sido establecidos, que lleve a los anticuerpos con
caracteristicas deseadas®* %',

Formato de anticuerpos desplegados

Existen varios formatos de despliegue en fagos de anticuerpos como
son scFv**?>?" fragmentos Fab® y Fv’s con ingenieria intermolecular mediante
puentes disulfuro para estabilizar en par de cadenas pesadas y ligeras en la
region variable (Vu-V.) es decir dsFv 's o dianticuerpos®. El pequefio tamafio
de los formatos scFv hace las librerias, genéticamente mas estables, que las
librerias basadas en formatos Fab. Sin embargo, muchos scFv's son
intrinsecamente inestables o pueden formar moléculas de alto peso, incluyendo
dimeros y trimeros, lo cual puede complicar la seleccién y caracterizacion?*.
Por otra parte, los fragmentos Fab, carecen de esta tendencia a formar
dimeros, lo cual facilita, por ejemplo los ensayos de seleccion y mediciones de
cinéticas de uni6n?®,

La forma para desplegar fragmentos Fab en fagos, tanto la cadena
pesada como ligera, es mediante la fusion por medio del carboxilo terminal a la
plll y la cadena asociada se expresa sin fusionar y es secretada al espacio
periplasmatico, en donde ambas cadenas se asocian para formar un fragmento
Fab. Un método similar es usado para expresar dianticuerpos®. Tales dimeros
biespecificos de scFv's son desplegados en el fago por medio de la expresién
desde un casette que contiene la fusion de Vu-V., uno de los cuales es
fusionado con glll.



Librerias de anticuerpos

Para poder tener una aplicacion, en el despliegue en fagos, seleccion y
purificacion de anticuerpos monoclonales es muy importante comenzar
basandose en una libreria de anticuerpos.

Las librerias de anticuerpos (fago-anticuerpos) se construyen a partir de
una diversidad de secuencias, ya sea de un solo organismo sin ser inmunizado
0 con una inmunizacién previa para el antigeno deseado, desplegando cada
una de las diferentes variables de secuencias de anticuerpos para obtener una
gran diversidad de estos. Existen tres tipos de librerias de anticuerpos: la
inmune, nativa y la sintética.

Libreriainmune

La diversidad se crea a partir de los genes de IgG de los linfocitos B de
individuos inmunizados con el antigeno deseado. La diversidad de fago-
anticuerpos se encuentra enriguecida con anticuerpos contra un antigeno
especifico, muchos de los cuales tienen una afinidad madurada por el sistema
inmune®.

Este método permite tener una gran diversidad, a partir de una
inmunizacién, ademas de tener un acceso facil al material por medio de
donadores y asi poder tener una rapida manipulacion y produccion de estos.
Una desventaja de esta libreria es que la inmunizacién no siempre es posible
debido a los principios éticos asi como la tolerancia hacia el antigeno debido a
su toxicidad.

Librerias nativas (no-inmune)

La diversidad de anticuerpos primarios (no seleccionados) contiene un
gran arreglo de IgM que reconocen una gran variedad de antigenos. Estos
arreglos pueden ser clonados en repertorios nativos de rearreglos de genes,
mediante el rescate de genes-V utilizando mARN de IgM de células-B de
donadores no inmunizados, por medio del aislamiento de linfocitos del torrente
sanguineo® (Fig.7). Las librerias también pueden ser hechas desde una
diversidad de librerias nativas mediante el mARN de los genes-V de IgG y
amplificados por medio de cADN usando una familia de ologonucleotidos. Asi,
las cadenas pesada y ligera pueden ser combinadas aleatoriamente y clonadas
para formar librerias de fragmentos de anticuerpos scFv o Fab. Este proceso
permite tener acceso hacia anticuerpos a los cuales no se ha encontrado
antigeno, aunque la frecuencia de este tipo de anticuerpos depende
completamente de a diversidad de linfocitos B*%. Una libreria nativa (no-
inmune) siendo suficientemente grande y diversa, puede permitir aislar
anticuerpos, dentro de un amplio rango de variantes, de reconocimiento
especificos contra antigenos, no-inmunogenicos 0 contra antigenos
relativamente toxicos®.

La afinidad de los anticuerpos seleccionados de la libreria nativa es
proporcional al tamafio de la libreria; los rangos van desde 10°’ M? para una
libreria pequefia, con 3x10” clonas®! a 10%° M™ para una libreria grande, con
3x10° clonas®. Otra librerias humanas de scFv llegan a 6.7x10° clonas y
librerias de Fab han llegado a 4.1x10"° %,
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Fig.7 Metodologia para libreria de anticuerpos no inmunizados. Se construyen librerias de
anticuerpos por medio de la obtencién de sangre de donadores, la purificacion de linfocitos, y
combinaciones aleatorias cadenas pesadas y ligeras, previas amplificacion mediante RT/PCR.
Posteriormente clonados en fagos para la expresion y el despliegue.

Librerias sintéticas

Este tipo de librerias se construyen artificialmente, por medio de un
ensamblaje in vitro de segmento de genes-V y segmentos D/J. Los genes-V
son ensamblados introduciendo, predeterminadamente, niveles aleatorios de
las regiones CDR (por su siglas en ingles, Complementarity Determining
Regions), dentro de la linea germinal de lo segmentos de los genes-V o
rearreglos de los genes-V%. Las regiones y el grado de variantes dependen de
la diversidad natural de cada repertorio de anticuerpos.

La diversidad de estructuras y secuencias se encuentra generalmente
en el asa en forma de rizo central del sitio de combinacion con el antigeno, el
CDR3 de la cadena pesada, mientras que los otros CDRs tienen variantes
limitadas. Por lo tanto estos sitios son escogidos para poder introducir
diversidad en librerias sintéticas®?. Eventualmente muchos de los anticuerpos
son perdidos durante la purificacion, aun asi se obtienen librerias estables de
1.2x10° clonas®*. Sin embargo, hay limitaciones fisicas para el enriquecimiento
de variantes, debido a la baja accesibilidad de la diversidad genética por
razones técnicas.

Dentro de estas librerias sintéticas, después de una ronda de seleccion
el repertorio se reduce a un méaximo de 10° de una biblioteca inicial de
10*variantes *.

La pérdida de esta cantidad de anticuerpos ocasiona que el paso crucial
sea la optimizacion de la calidad de despliegue de anticuerpos mas aun que el
proceso de seleccion?.

Seleccion de fago-anticuerpos a partir de una libreria

La seleccion de librerias de fagos (bio-panning), se hace en relacion a la
especificidad y afinidad, durante la cual la poblacién de fagos es expuesta a un
blanco que pueda ser reconocido por la molécula desplegada en el fago. A
través de rondas sucesivas de pegado, lavado, elusidn o regeneracion y
amplificacion, se logra enriquecer una sola poblacion que mantenga
especificidad con el blanco de interés. Por ultimo se obtiene una poblacion de
fagos monoclonales con alta afinidad hacia el antigeno en cuestion.



Este proceso de manipulacion de ADN para la creacion de librerias, el
empaquetamiento en fagos y la subsecuente seleccion (bio-panning) es el
protocolo basico del despliegue en fagos y se acufio como “ciclo de despliegue
en fagos” (phage display cycle) % (Fig.8). Este método tiene grandes ventajas;
una de ellas es que se puede representar una gran diversidad de anticuerpos
por ejemplo: una libreria de anticuerpos (fago-anticuerpos) puede llegar a una
diversidad de 10 variantes. Este método tiene gran flexibilidad, pueden
hacerse selecciones in vivo o0 in vitro. La seleccion in vitro permite tener un
amplio rango de blancos biolégicos e inorganicos gracias a la facil
manipulacion de las condiciones de seleccidn.

Gracias al despliegue en fagos se pueden tamizar cientos de millones de
clonas en una semana®. Un aspecto mas, a favor del despliegue en fagos es
gue se pueden obtener librerias apropiadas, la técnica es simple, barata, rapida
y no requiere de un equipo especial®.
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Fig. 8 Ciclo de despliegue en fagos. a) Una libreria de variantes de secuencias de ADN que
codifican para un péptido, proteina o anticuerpos son creadas. b) son clonadas dentro del
genoma del fago o fagemido, fusionados con el gen de la proteina de la cubierta. c) la libreria
de fagos es expuesta a un blanco inmovilizado. d) los fagos no que no presentaron unién son
lavados, puede ocurrir que se de pegado no especifico. e) los fagos unidos son eluidos con
condiciones que rompan la interaccion entre la proteina desplegada y el blanco. f) los fagos
eluidos infectan bacterias para ser amplificados. g) los fagos amplificados forman una segunda
poblacién de péptido, proteinas o anticuerpos especificos para el blanco, la seleccion (bio-
panning) puede ser repetida para disminuir la poblacién de variantes al minimo. h) después de
una seleccion una poblacion de fagos son analizados.



Una vez que la libreria ha sido construida o adquirida, la tarea es hacer
una seleccion de la libreria de cierta forma, que a partir de una alta diversidad
de variantes se logre reducir a un nimero menor de clones que puedan ser
analizadas a detalle. Gran parte de los procesos de seleccion se hacen en
base en la especificidad e implica los siguientes puntos: 1) Una libreria
amplificada de fagos; 2) los fagos son expuestos al blanco para el cual se
busca una proteina que se pueda unir; 3) los fagos que no se unieron son
removidos por medio lavados; 4) los fagos que se unieron son eludidos,
rescatados para infectar de nuevo bacterias y ser amplificados; y 5) analisis de
las poblaciones seleccionadas. Este proceso de seleccion (bio-panning) puede
ser repetido en varias ocasiones?®.

Una libreria de fago-anticuerpos amplificada.

Aunque dentro de una libreria existe una gran diversidad, muchas de
estas variables expresan proteinas que no son compatibles para la
propagacion de los fagos, otros son altamente susceptibles a la proteolisis
durante la propagacion, aunado a que algunas secuencias pueden llegar a ser
deletéreas. Es por eso que es importante iniciar con una libreria de alta
diversidad, basado en un analisis empirico para observar si no hay pérdida de
insertos. Esto puede hacerse mediante cultivos y rescatando cada colonia
individualmente para posteriormente hacer un andlisis por PCR 'y
secuenciacion®.

Exposicién a un antigeno.

La principal fuerza de el despliegue en fagos y la seleccion, es que es
facil adaptar protocolos de seleccion para diferentes rangos, dependiendo de
las moléculas a las que este dirigido.

El método mas facil, de gran ayuda y eficiencia se hace mediante la
inmovilizacién del blanco a un soporte el cual sea expuesto a una solucion que
contenga la libreria de fagos, permitiendo la interaccién entre fago y su
antigeno especifico®.

Lavado y regeneracion.

El propdsito basico del lavado es remover los fagos que no tuvieron
unién especifica. Este paso requiere tomar varias consideraciones, porque se
requiere de un balance entre las especificidad y la avidez de las clonas
seleccionadas. La mayoria de la librerias presentan clonas con un espectro de
avidez para blancos en particular, pero muchos de estas clonas seleccionadas
presentan uniones fuertes pero con baja especificidad y viceversa. Pero si se
realizan regeneraciones de alta astringencia se lograra obtener fagos con
fuerte union y alta especificidad, asi se perderan las uniones débiles, y lograr
una poblacion de clonas seleccionadas dominada por fagos con alta
especificidad. Al contrario si las regeneraciones son débiles se obtendran fagos
con alta union y baja especificidad. En la practica este balance es ajustado
mediante los tiempos de lavado, la concentraron de soluciones astringentes y
usando lavados que vayan incrementando progresivamente la astringencia. Los
métodos mas usados para regeneracion son mediante cambio drasticos de pH
y el uso de enzimas, como la tripsina®.



Reinfeccion y amplificacion.

Usualmente después de cada lavado y elusidon es esencial recuperar los
fagos para poder amplificar y tener una poblacién de fagos con caracteristicas
deseadas. Sin embargo este dogma ha sido criticado, debido a que algunos
reportes indican que el uso de los fagos seleccionados sin ser amplificados
reduce problemas de perdida y ayuda a reducir el nimero de fagos no
especificos que son acarreados durante el proceso de seleccion.

La desventaja de amplificar cada poblacion de fagos seleccionados es
qgue el tiempo de amplificacibn es mas largo que el tiempo que lleva cada
seleccidon por ende para ayudar a obtener fagos con mayor afinidad, lo mas
factible es que se amplifiqué aquellos fagos que se seleccionaron bajo las
condiciones mas drasticas de elusion y asi reducir el tiempo de
experimentacién. Sin este paso final de razonamiento, y criterio de cada
investigador, se puede sugerir que en un futuro el “ciclo de despliegue en
fagos” puede llegar a ser totalmente automatizado?®.

Andlisis de poblaciones

Uno de los puntos mas importantes para la resolucién de las pruebas, es
el andlisis cualitativo y cuantitativo de cada una de las poblaciones obtenidas
de la seleccion, para poder obtener un grupo de anticuerpos que mantengan un
reconocimiento mayor con el blanco especifico y con alta afinidad. Esta fase
nos proporciona informacién importante para discutir si el criterio de seleccion
fue el correcto y asi tener fagos con las caracteristicas correctas.



Interacciones

Uno de los propédsitos dentro del campo de la bioquimica, biologia
molecular y biologia celular es el entendimiento de las interacciones entre
moléculas en las células. Parte del conocimiento y aplicacion radica en el
entendimiento de las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de éstas.

Interaccion antigeno-anticuerpo.

El sistema inmune es uno de los mecanismos mas complejos de estudio
para la ciencia, cuyo proposito es conocer el proceso que lleva al
reconocimiento y eliminacion de cualquier agente extrafio (antigeno) dentro del
cuerpo, mediante la produccion de anticuerpos.

La interaccion entre el anticuerpo y el antigeno implica la union
reversible, no covalente, dentro de las que se encuentran; las fuerzas
electrostéticas, puentes de hidrégeno, puentes salinos, fuerzas de Van der
Waals y las interacciones hidrofébicas. La importancia de estas interacciones
depende de la estructura del sitio de unién del anticuerpo especifico y sitio de
reconocimiento antigénico (epitope). La fuerza de union entre un Unico sitio de
combinacion de un anticuerpo y el epitope de un antigeno se denomina afinidad
del anticuerpo. Dicha afinidad es producto de la especificidad biol6gica de cada
organismo. La fuerza de la interaccién es caracterizada por una constante de
equilibrio de unién expresada en afinidad bioldgica. Los anticuerpos presentan
una gran diversidad de especificidad y afinidades®’.

La parte mas dificil para el estudio y experimentacion de las
interacciones, es el encontrar un método que permita simular las condiciones
reales donde se realizan todos los mecanismos de las interacciones en
diferentes contextos. Esto radica en mejorar un sistema donde las reacciones
se encuentren en un sistema dindmico y puedan ser monitoreadas, y sea lo
mas parecido al real. Las caracteristicas del reconocimiento y union al antigeno
mostrada por un anticuerpo son cruciales para su aplicacién. Los parametros
criticos que deben ser evaluados para la aplicacién de un anticuerpo son su
especificidad de union y su afinidad de union.

FUNDAMENTOS DEL BlAcore

Biosensores

Una herramienta que ha venido en crecimiento en los Ultimos afios para
poder comprender y analizar las interacciones antigeno-anticuerpo, es el uso de
biosensores que ayudan a monitorear interacciones en tiempo real. El
fundamento de dichos biosensores radica en el fendbmeno de resonancia de
plasmones superficiales (SPR sus siglas en ingles) *. Este fenémeno es usado
por el equipo BlAcore X; este instrumento nos permite monitorear interacciones
en tiempo real, en condiciones lo mas cercano a las reales, ademas de no ser
requerido el marcado de las moléculas. El funcionamiento radica en la
inmovilizacion de moléculas (ligando) en la superficie de un biosensor, en un
ambiente de flujo permanente. Posteriormente se hace pasar a un flujo
constante moléculas en solucion (analito), las interacciones entre las moléculas
son detectadas por un cambio en el &ngulo de resonancia de plasmones de la
superficie del biosensor, el cual es directamente proporcional a la masa total de
moléculas unidas a la superficie®.



BlAcore X. Componentes
El equipo se encuentra formado por tres sistemas principales (Fig. 9):

a) Biosensor: en este sitio tiene lugar las interacciones. Esta constituido
por una lamina de vidrio cubierto por una fina capa de oro, unida
covalentemente a una matriz carboxilada de dextrano, en el cual se una el
ligando (Fig. 10).

b) Sistema Optico: es el responsable de la generacion de luz polarizada
por un prisma, asi como de la deteccion de las sefiales provenientes de la
resonancia de plasmones superficiales.

c) Sistema de canales: son los encargados de dirigir y controlar los flujos
de las soluciones y el paso del analito hacia el sitio donde se encuentra el
ligando.
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Fig. 9 Los tres principales componentes del BlAcore. a) El principal componente es el biosensor,
ya que en este se realizan las interacciones entre cualquier molécula unida a la superficie,
existen diferentes tipos de biosensores, dependiendo el grupo unido a la matriz de dextrano. b)
sistema optico, el principal componente de este sistema radica en un prisma recubierto con un
metal conductor, la luz incide en este punto y es dirigida al sensor. ¢) El sistema de canales
muestra un sistema de conductos donde se hace pasar flujos de bajo volumen de soluciones con
una velocidad controlada.
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Fig.10 Componentes del sensor. La superficie de un sensor tipo CM5 consiste de tres capas:
una capa de vidrio, una capa fina de oro de 50 nm y una matriz de dextrano carboximetilado. La
matriz esta unida a la capa de oro a través de una capa de un conector inerte.

Funcionamiento

El equipo monitorea las interacciones que se dan en la superficie del
sensor. Una de las moléculas es inmovilizada covalentemente, (ligando), en la
superficie del biosensor mediante enlaces covalentes con la superficie de
carboxilatos, mientras otra (u otras) molécula(s), (analito), es puesto en contacto
con el ligando mediante un flujo constante. A medida que la interaccién sucede
se genera una respuesta de resonancia de plasmones superficiales (SPR, por
sus siglas en ingles) la cual es seguida en tiempo real. Esta respuesta es
proporcional a la masa de proteina unida en la superficie, dada en unidades
de resonancia, RU (1 RU es equivalente a un cambio de 1 pg/mm? de
concentracibn de proteina en la superficie). Este proceso se sigue
continuamente y es presentado en el monitor como un grafico del cambio de la
sefial de resonancia en funcion del tiempo, llamado sensograma, permitiendo un
seguimiento en tiempo real de la asociacion (esta se produce cuando la
muestra es inyectada) y disociacion (se produce cuando la muestra termina de
fluir por el canal y empieza el flujo de solucion amortiguadora) de moléculas
desde la superficie del biosensor® (Fig.11).
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Fig.11 Principios de deteccidon. En el equipo BlAcore X la luz polarizada es dirigida hacia la
superficie del sensor. La transferencia de energia ocurre a determinado angulo critico que causa
una depresion en la reflectividad. Este angulo varia con el indice de refraccién cerca de la
superficie del sensor que esta expuesta al canal de flujo. Las interacciones causan un cambio en
la masa en la superficie del sensor; y por lo tanto, un cambio en el indice de refraccion por lo cual



son detectadas. Este cambio es medido continuamente como un sensograma, el cual graba los
cambios en reflectividad con el tiempo.

Resonancia de plasmones superficiales.

Un plasmén es la oscilacion colectiva de electrones en una superficie
metalica. El fendmeno de resonancia de plasmones superficiales ocurre cuando
un haz de luz polarizada, en el plano de la superficie, incide sobre un film
metalico bajo condiciones de reflexion total interna (TIR sus siglas en ingles).
Este fendbmeno ocurre en una interfase con un medio sin absorbancia, cuando
un haz de luz, propagado en un medio con alto indice de refraccion se encuentra
con una interfase en un medio de bajo indice de refraccién, (un film metalico), en
un angulo de incidencia por arriba del &ngulo critico, la luz es totalmente reflejada
en la interfase y propagada de nuevo al medio de alta refraccion®*.

Si hablamos de un conductor ideal, al ser la luz totalmente reflejada, no
hay habria perdida de energia neta a través de la interfase, sin embargo los
materiales reales tienen una conductividad que no es infinita, aunado, a las
propiedades cuanticas de los fotones y los electrones del material, muestran que
en la practica una minima parte de la intensidad del haz de luz se pierde
provocando, en el material, una corriente de electrones en la superficie del
conductor; a este fendmeno se le conoce como onda evanescente o plasmon.

Si la interfase (TIR) se cubre con una capa de material conductor, como
un metal, de un grosor considerable, la onda evanescente puede penetrar la
capa de metal y excitar, electromagnéticamente, provocando ondas de
plasmones superficiales, propagandose por la superficie conductora que esta en
contacto con el medio de bajo indice de refraccién ** (Fig. 12).

Es decir los plasmones superficiales son generados al excitarse los
electrones en la superficie del metal, por la radiacion electromagnética
polarizada (luz) de una determinada longitud de onda. Estos electrones se
comportan de manera diferente a los situados en el interior del mismo. El
campo asociado a la radiacion incidente induce una oscilacion superficial.
Cuando la onda evanescente entra en una capa fina de metal, se refleja en la
segunda superficie de la placa (en este caso la superficie metal-fluido con
macromoléculas circulando). Si el recorrido de la onda evanescente dentro del
metal es media longitud de onda (ma&s un numero entero de longitudes de
onda), la onda evanescente que vuelve al primer medio, interfiere
destructivamente con la onda reflejada por lo que la intensidad de la onda
reflejada disminuye en esas condiciones y la energia se transforma en una
resonancia de plasmones, es decir en una oscilacion resonante de electrones
en la superficie del conductor. La absorcion de energia por los plasmones de
superficie durante la resonancia se observa mediante un minimo en la
intensidad de radiacion reflejada cuando la variacion del angulo de incidencia
alcanza un valor critico (angulo critico). Este angulo critico depende de la
longitud de onda y el plano de polarizacién de la radiacion incidente asi como
de las propiedades dieléctricas del medio adyacente a la superficie del metal.
Por tanto, cuando el grosor del material conductor aumenta, por ejemplo la
unién de alguna macromolécula en la superficie, ocasiona un desplazamiento
en el angulo de resonancia ** (Fig. 12)

Para que la excitaciéon de un plasmén por medio de un fotén dé lugar a
una resonancia, la energia, velocidad y la cantidad de movimiento de las
particulas quanticas, debe ser conservada durante la transformacién a plasmon.




Fig.12. Resonancia superficial de plasmones. La resonancia de plasmones superficiales es
producida por la luz polarizada en la interfase de un material metalico, los plasmones
superficiales aumentan la amplitud de la onda evanescente. La resonancia superficial de
plasmones es observada por el cambio en el &ngulo de resonancia de la luz reflejada.

Principalmente el angulo de resonancia de plasmones superficiales
depende de las propiedades del film metalico, la longitud de onda de la luz
incidente y el indice de refraccion del medio colocado al otro lado del film
metalico. En general, el indice de refraccion es sensible a la temperatura, por lo
gue es importante realizar las medidas a determinada temperatura.

Interpretaciéon de datos.

La respuesta a un cambio en la masa del sensor que produce un cambio
en el angulo de resonancia en la resonancia de plasmones superficiales y
ocasiona un cambio en el angulo critico de resonancia, es representada
mediante sensogramas®'.
Un sensograma proporciona esencialmente dos tipos de informacion (Fig.13).

1. La velocidad de las interacciones (asociacion, disociacion o ambos); del
cual podemos obtener aproximaciones de las constantes cinéticas de
afinidad y de concentracion de la muestra.

2. El nivel de inmovilizacion el cual proporciona informacion sobre las
constantes de afinidad y la concentracion de la muestra.
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Fig. 13. Elementos de un sensograma. Un sensograma consiste de tres fases. a) En la fase de
asociacion, el analito es inyectado sobre el ligando inmovilizado en la superficie. Al desarrollarse
la interaccion entre el analito y el ligando, el incremento de la respuesta es registrada como
unidades de resonancia (RU). La maxima unién se especifica como Ry b) al terminar la
inyeccion del analito el sistema hace fluir amortiguador, en donde se registra la fase de
disociacién. En muchos casos, la disociacion del analito no se completa después de un tiempo
razonablemente largo. c) se realiza una inyeccidon con una soluciéon apropiada para
regenerar la superficie. Después del pulso de regeneracion, la superficie regresa a su nivel
inicial.

Para la interpretacion de los datos con el fin de obtener constantes cinéticas, de
afinidad y concentracion deben tomarse en cuenta las siguientes consideraciones:

a) Situaciones de interaccion: Homogéneo y Heterogéneo.

b) Concentraciones precisas.

c) Efecto de trasporte de masas. Este fendmeno ocurre cuando la unién del
analito con el ligando, se da de manera muy rapida, provocando un
gradiente de concentraciones, en la superficie donde se da la
interaccién, entre analito y ligando. Esto puede disminuirse por medio de
cambios de velocidad de flujo durante la experimentacion.

Asi también para las mediciones
1. Para mediciones cinéticas: flujo rapido y baja capacidad de pegue de
la superficie.
2. Para mediciones de concentracion: flujo bajo y alta capacidad de
pegue de la superficie®.

Gracias a la eficiencia del sistema basado en resonancia de plasmones
superficiales (BlAcore X), para la medicion de interacciones moleculares, se
postula como herramienta de gran utilidad para la seleccion (bio-panning) de
fago-anticuerpos.

Caracterizacion interacciones antigeno-anticuerpo.

La caracterizacion de los anticuerpos se realiza, a partir de la
determinacion de su afinidad, mediante las constantes de asociacion (Ka) y
disociacion en equilibrio (Kp), calculadas, y sus velocidades cinéticas (kon Y
koff), obtenidas experimentalmente, esto es importante, para conocer las
propiedades de cada anticuerpo con respecto a su blanco especifico.

La afinidad suele representarse mediante una constante de
disociacion en equilibrio (Kp), que describe la concentracion de antigeno
necesaria para ocupar la mitad de los sitios de combinacion, de anticuerpos,
presentes en una solucion. Cuanto menor es la Kp mayor es la afinidad de la
interaccidn, puesto que se necesita una menor concentracion de antigeno para
ocupar los sitios de union. La Kp de los anticuerpos especificos de antigenos
naturales obtenidos de una libreria no inmune y desplegada en la superficie de
fagos, como son no madurados suele oscilar entre 10° M y 10 M 3“8, Una
variedad de métodos estan disponibles para medir la afinidad, sélo se requiere



que las concentraciones estén en equilibrio, pero son relativamente pocos los
métodos usados para el andlisis cinético. Los métodos que detectan cambios
en parametros fisicos tales como fluorescencia o absorcidn en una de las
especies reactantes pueden, en ciertos casos, ser empleados para el analisis
cinético directo usando moléculas naturales. En este caso, el antigeno o el
anticuerpo son a menudo marcados con una sonda radioactiva o fluorescente.
Para medidas de afinidad se permite que la formacion del complejo antigeno-
anticuerpo alcance el equilibrio, los reactantes libres y en complejo son
separados y por lo menos uno de ellos se cuantifica. Una vez que la cantidad
de reactante libre o en complejo es determinada, los datos obtenidos pueden
ser graficados, proporcionando informacion no solo de la constante de afinidad
sino también del niumero de sitios de union y sobre la reactividad inmune.
La constante de afinidad en equilibrio, de un anticuerpo puede expresarse de
dos maneras:

Ka = (Ac-Ag)/(Ac)(Ag), medida en I/mol o M™ Ecuacion [1]

Ko = (Ac)(Ag)/(Ac-Ag), medida en mol/l o M Ecuacion [2]

En donde: Ac: concentracidn del anticuerpo y Ag: concentracion del antigeno.

Una es el inverso de la otra, por lo que una Ka de 10° M es idéntica a
una Kp de 10° M (o 1 nM). En el primer caso, a mayor valor de la K, mayor es la
afinidad del anticuerpo, mientras que para la Kp sucede lo contrario. Es
importante notar que la forma de expresar la constante de afinidad puede traer
confusiones®.

Se denominan afinidades altas, valores de Kp menores a 1x10” M.

La determinacion de la constante de afinidad de un anticuerpo es un
problema que aparentemente sé6lo ha sido resuelto recientemente con la
aparicion de equipos que pueden mantener un seguimiento en tiempo real de las
interacciones bioespecificas entre moléculas, basados en el fenémeno 6ptico de
la resonancia de plasmones superficiales, 0 SPR (por sus siglas en ingles).



Hipotesis

Por medio del la técnica de despliegue en fagos de anticuerpos y la
resonancia de plasmones superficiales se puede optimizar la seleccion de
anticuerpos que reconozcan especificamente a la melitina, asi como a la regién
hidrofobica de esta.

Objetivo general

Seleccionar 'y caracterizar cinéticamente fago-anticuerpos que
reconozcan especificamente a la melitina, asi como la regién hidrofobica de
ésta, por medio de resonancia de plasmones superficiales.

Objetivos particulares
= Seleccionar fago-anticuerpos que reconozcan especificamente a la
melitina.
= Caracterizar cinéticamente fago-anticuerpos contra melitina.
= Seleccionar fago-anticuerpos que reconozcan especificamente la region
hidrofébica de la melitina.
= Caracterizar fago-anticuerpos contra la region hidrofébica de la melitina.

METODOLOGIA

La metodologia puede dividirse en cuatro partes principales, la primera
consiste en la amplificacién y recuperacién del banco de fago-anticuerpos
humano. La segunda parte consiste en la seleccion de fago-anticuerpos por
medio de resonancia de plasmones superficiales contra melitina y un péptido
sintetizado, que corresponde a la parte hidrofébica de la melitina. La tercera
etapa consta en la reinfeccion de bacterias, amplificacién y recuperacién de los
fagos-anticuerpos seleccionados. La ultima parte consiste en la caracterizacion
cinética de las fracciones obtenidas de a seleccion contra los antigenos.



PROTOCOLOS.

1-Banco de Fago-anticuerpos humanos.

La alicuota del banco se obtuvo gracias al grupo del Dr. Baltazar

Becerril, con 1x10® transformantes por mililitro, a partir de una libreria no-
inmune.

El primero de los pasos fue amplificar el fago ayudador (helper), se utilizo el
VSCM13 (Stratagene®).

Amplificacién de fago ayudador (helper)

Crecer una colonia de células TGl en 2 ml de medio YT2X a 37 °C con
agitaciéon, durante toda la noche, ON (por sus siglas en ingles,
overnight).

Al dia siguiente inocular 100 pl del cultivo, ON, de células TGl en 10 ml
de medio YT2X y dejar crecer a 37 °C con agitacion hasta una densidad
optica (DO) de 0.7-1 de luz visible a 600 nm y agregar 50 ul de fago
ayudador (Helper VSCM13).

Incubar a 37 °C por 30 min sin agitacion y pasar a 37 °C con agitacion.
Transferir el cultivo a un matraz con 500 ml de medio YT2X+Km (50
pg/ml), e incubar por una noche a 37 °C con agitacion.

Recuperacion de fago ayudador

Centrifugar el cultivo a 3500 rpm por 20 min a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a un recipiente estéril y adicionar el 15% de la
mezcla PEG+NaCl, del volumen del cultivo. Incubar en hielo para facilitar
la precipitacion.

Centrifugar a 8000 rpm por 40 min a 4 °C, tirar el sobrenadante y
resuspender en 22.5 ml de PBS1x.

Incubar a 70°C por 20 min, centrifugar a 3500 rpm por 15 min a 4 °C.
Filtrar el sobrenadante en membrana de 0.45um, almacenar a 4 °C.

Titulacion de fago ayudador.

Crecer una colonia de TGl en 2 ml de medio YT2X a 37°C durante la
noche.

Inocular al dia siguiente 100 pl del cultivo en 10 ml de medio YT2X y
dejar crecer a 37 °C con agitacion hasta una densidad 6ptica (DO) de
0.7-1 de luz visible a 600 nm.

Hacer diluciones del fago ayudador en 1 ml de medio YT2X.

Tomar 10 pl de fagos y adicionar en 990ul de YT2X (102), mezclar por
inversion varias veces.

Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (10™)
mezclar por inversion.

Tomar 10 pl de la dilucidn anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (109),
mezclar por inversion.

Tomar 10 pl de la dilucidn anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (10®),
mezclar por inversion.

Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (107°),
mezclar por inversion.



Tomar 10 pl de las 3 ultimas diluciones y por separado agregar 990 ul de
células TGl a una DO 0.7-1.

Incubar las 3 diluciones a 37 °C sin agitacion por 30 min y a 37 °C con
agitacion por 30 min.

Sembrar 100 pl en cajas de medio sélido YT2X+Km (50 pg/ml), incubar
durante toda la noche, contar las colonias y sacar la concentracion
mediante la siguiente formula.

Concentracion de fagos por mililitro= (No. De colonias)(1/factor de

dilucién)(10) Ecuacion [3]

Amplificacién del banco de fago-anticuerpos.

Colocar en 15 ml de medio YT2X+ Amp (200 pg/ml)+ Glucosa 2% e
inocular el banco.

Incubar a 37 °C con agitacion hasta llegar a una DO de 0.7-1 y adicionar
el fago ayudador en una relacién de 20 fagos por bacteria (una DO de
0.5 equivale a 5x10° células). La formula utilizada es:

(concentracién de células) (20) / (concentracién fago
ayudador) Ecuacién [4]

Dejar por 30 min a 37 °C sin agitacion y 30 min a 37 °C con agitacién.
Centrifugar el cultivo a 400 rpm por 15 min a 4 °C. Desechar el
sobrenadante y resuspender en medio YT2+Km (50 pug/ml)+Amp (200
Mg/ml), en un volumen final de 50 ml, en un matraz de 250 ml.

Incubar a 37 °C por 30 min con agitacion y a 30 °C por toda la noche
con agitacion.

Recuperacion de fago-anticuerpos.

Dividir el cultivo en 2 recipientes con 25 ml en cada uno, centrifugar a
4000 rpm por 20 min a 4 °C.

Pasar el sobrenadante a tubos falcén y agregar 5 ml de mezcla,
PEG+NaCl, incubar durante 15 min en hielo.

Centrifugar a 5000 rpm por 20 min a 4 °C, desechar el sobrenadante,
resuspender en 20 ml finales de PBS1X y adicionar 4 ml de PEG+NaCl,
incubar en hielo por 15 min.

Centrifugar a 5000 rpm por 20 min a 4 °C, desechar el sobrenadante,
resuspender en 2.5 ml de PBS1X, pasar a tubos eppendorf de 1.5 ml.
Centrifugar a 14000 rpm por 10 min a 4 °C.

Filtrar el sobrenadante con membrana de 0.45 ym, almacenar a 4 °C.

Titulacién fago-anticuerpos.

Crecer una colonia de TGl en 2 ml de medio YT2X a 37 °C durante la
noche.

Inocular al dia siguiente 100 pl del cultivo en 10 ml de medio YT2X y
dejar crecer a 37 °C con agitacién hasta una DO de 0.7-1 de luz visible a
600 nm.

Hacer diluciones de los fago-anticuerpos en 1 ml de medio YT2X.



= Tomar 10 pl de fagos y adicionar en 990 pl de YT2X (1072), mezclar por
inversion varias veces.

= Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (10™)
mezclar por inversion.

= Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (107),
mezclar por inversion.

= Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (107%),
mezclar por inversion.

= Tomar 10 pl de la dilucién anterior y adicionar a 990 pl de YT2X (107°),
mezclar por inversion.

= Tomar 10 ul de las 3 ultimas diluciones y por separado agregar 990ul de
células TGl a una DO 0.7-1.

* Incubar las 3 diluciones a 37 °C sin agitacién por 30 min y a 37 °C con
agitacion por 30 min.

= Sembrar 100 pl en cajas de medio sdélido YT2X+Amp (200 ug/ml),
incubar durante toda la noche, contar las colonias y sacar la
concentracion mediante la ecuacion [3].

2-Seleccion de fago-anticuerpos

Obtencién de melitina y péptido.

La melitina se obtuvo de la compania sigma-aldrich (Melittin from honey
bee venom, clave M41714-1MG), con la secuencia Gly-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-
Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-Ala-Leu-lle-Ser-Trp-lle-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-
NH2, peso molecular de 2845.8 Da con una pureza del 97% (HPLC), y un punto
isoeléctrico de 8.

El péptido, parte hidrofébica de la melitina, con la secuencia Gly-lle-Gly-
Ala-Leu-Lys-Val-Leu-Tht-Thr-Gly-Leu-Pro-Cys se obtuvo por medio de la
companfia sigma-aldrich, peso molecular de 1441.78 Da, punto isoeléctrico
estimado (Protein calculator V3.3) de 8.22.

Pruebas de pre-concentracion.

Se llama pre-concentracién al proceso en el cual las cargas negativas de
los carboxilatos en el biosensor son usadas para concentrar el ligando cerca de
la superficie para la union. Durante este proceso previo a la inmovilizacion
deben ponerse a prueba dos caracteristicas importantes para la optimizacién
de la inmovilizacion del ligando; el conocer la concentracion correcta de este y
las condiciones de las soluciones amortiguadoras (buffer) con el que se pueda
mejorar el acoplamiento®. Por esto existen algunas reglas a seguir:

1. Evitar que los componentes de la solucion puedan competir con el
ligando para reaccionar con los grupos de la superficie (no usar
soluciones con aminas primarias).

2. La inmovilizacién es posible utilizando soluciones con una unidad de pH
por debajo del punto isoeléctrico del ligando, esto permite optimizar la
atraccion entre las cargas positivas del ligando y las negativas de las
superficie del biosensor.

3. Mantener las fuerza iénica de la solucion, del ligando, en bajas
concentraciones (si es posible mantener la concentraciéon de cationes



debajo de 20 mM) y favorecer las interacciones electrostaticas entre el
ligando y la superficie.

4. Usar concentraciones del ligando en un rango de entre 10-100 ug
dependiendo del peso molecular y el punto isoeléctrico del ligando vy el
proposito de la aplicacion®.

Las condiciones para optimizar la inmovilizacion depende de la naturaleza

del ligando y la cantidad requerida de ligando inmovilizado.

Prueba de pre-concentracion con melitina

Todos los experimentos de interacciones se realizaron a 25 °C. Se
hicieron inyecciones de las disoluciones de melitina con Mes, 10 mM pH 6.5 y
HEPES, 10 mM pH 7, en pares, con concentraciones de 10 ug/ml, 20 ug/ml,
300 pg/ml y 400 pg/ml, 35 pl en cada inyeccion de prueba.

Inmovilizacion de melitina al chip.

Para la inmovilizacion se utilizo un biosensor de tipo CM5, el cual tiene
una superficie una matriz de carboxilatos permitiendo gran flexibilidad para la
quimica de inmovilizacion y provee un ambiente hidrofilico para la interaccion
entre las moléculas. La unién de la melitina (ligando) con la matriz se hizo
mediante el kit amino coupling (BIAcoreX®), en el cual se introducen esteres de
N-hidroxisuccinimida dentro de la superficie de la matriz para la modificacion de
los grupos carboxilatos mediante una mezcla de N-hidroxisuccinimida (NHS) y
N-etil-N'-(dimetil-aminopropil)-carbamida (EDC). Los esteres reaccionan
espontaneamente con las aminas y otro grupos nucleofilicos del ligando para
formar enlaces covalentes (Fig.14).
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Fig.14 Inmovilizacion del ligando. Mediante la activacion de la superficie de la matriz, la unién
de la mezcla de EDC/NHS con los carboxilatos ocasiona la perdida del H* en el grupo hidroxilo
de estos y asi facilitar la uniéon covalente por medio de un enlace peptidico, entre el ligando y la
matriz del biosensor.

Se realizaron 2 inmovilizaciones a diferentes concentraciones de melitina,
con un flujo de 5 pl/min, inyectando de la siguiente forma:

a) Mezcla de EDC/NHS, 35 pl

b) Melitina 35ul (15 ug/mly 300 pg/ml)

c) Etanolamina-HCI 35 pyg/mli

d) Hidréxido de sodio (NaOH, 5 mM) 5 ul



Pruebas de pre-concentracion con el péptido

Se realizaron inyecciones de diluciones del péptido en HEPES, pH 7 10
mM a unas concentraciones del péptido de 50 pg/ml, 100 ug/mly 200 ug/ml, 35
Ml en cada inyeccion de prueba.

Inmovilizacion del péptido

Se utilizo el biosensor de tipo CM5, la unién del péptido al chip se hizo
mediante el kit de acoplamiento del ligando tiol, este mecanismo es una
alternativa del acoplamiento amino (amino coupling), para un amplio rango de
ligandos. Este proceso puede ser utilizado en cualquier grupo tiol en el ligando
0 grupos reactivos introducidos por modificaciones del grupo carboxilo o que
contenga residuos amino. Este método es util para inmovilizacién de proteinas
acidas, péptidos o ligandos pequefios que carecen o el numero de grupos
aminos son pocos y ligando cuyo sitio especifico de acoplamiento son
importantes. El acoplamiento del ligando tiol permite un intercambio disulfuro-
tiol entre el nativo o el grupo tiol introducido en el ligando y una reaccion de
puente bisulfuro con la superficie de la matriz*® (Fig.15).
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Fig.15 La activacion de los carboxilatos se lleva a cabo por medio de la mezcla de EDC/NHS,
el grupo de bisulfatos son introducidos en la superficie por medio del acoplamiento amino de 2-
(2-pirimidilditio)etanamina (PDEA)

Se realizo la inmovilizacion a un flujo de 5 pl/min con las siguientes
inyecciones:

a) Mezcla de EDC/NHS, 10 pl

b) PDEA, 20 pl

c) péptido 35 pl (200 pg/ml)

d) Cisteina-NaCl 20 ul

Seleccion del banco de fago-anticuerpos contra melitina

Se realizaron tres selecciones cada una por duplicado, la solucién de
corrida fue HEPES pH 7 10 mM se inyecto 70 ul de fago-anticuerpos por cada
seleccion una velocidad de flujo de 10 pl/min, la regeneracion se hizo mediante
hidroxido de sodio (NaOH) a diferentes concentraciones en un gradiente en
aumento de 1 mM, 3 mM, 5§ mM, 10 mM, 20 mM y 30 mM, inyectando 5 pl de
cada concentraciéon a una velocidad de flujo de 10 pl/min.

Los fago-anticuerpos eluidos fueron recibidos en 50 ul de solucién Tris-
HCI.



Seleccion del banco de fago-anticuerpos contra péptido

La seleccion se realiz6 a partir de la biblioteca completa de fago-
anticuerpos. La solucion de corrida fue HEPES pH 7 10 mM se inyectaron 70 pl
en cada prueba con una velocidad de flujo de 10 pl/min, la regeneracion se hizo
con hidréxido de sodio (NaOH) en un gradiente en aumento con las siguientes
concentraciones 1 mM, 3 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM.

Los fago-anticuerpos eluidos fueron recibidos en 50 ul de solucion Tris-
Cl.

3-Amplificacién de fago-anticuerpos seleccionados.

Reinfeccion de bacterias con fago anticuerpos

La reinfeccion se llevo acabo a partir de los fagos-anticuerpos recuperados

de cada seleccion.

= Crecer una colonia de TGl en 2 ml de medio YT2X a 37 °C durante la
noche.

» Inocular al dia siguiente 100 pl del cultivo en 5 ml de medio YT2X y dejar
crecer a 37 °C con agitacion hasta una densidad optica (DO) de 0.7-1 de
luz visible a 600 nm.

= Agregar los fago-anticuerpos, dejar por 30 min a 37 °C sin agitacién y 30
min a 37 °C con agitacion.

» Plaquear 1 ml en cajas de petri con medio YT2X+Amp (200 ug/ml), el
resto almacenarlo con glicerol al 10% a —70 °C. Incubar toda la noche a
37 °C.

Amplificacién de fago-anticuerpos seleccionados.
= “Cosechar” las células infectadas previamente y agregarlas en 25 ml de
medio YT2X+Amp (200 ug/ml)+Glucosa 2%, dejar crecer a una DO de
0.7-1 'y adicionar el fago ayudador en una relacion de 20 fagos por
bacteria.
= Dejar por 30 min a 37 °C sin agitacion y 30 min a 37 °C con agitacion.
= Centrifugar el cultivo a 400 rpom por 15 min a 4 °C. Desechar el
sobrenadante y resuspender en medio YT2+Km (50 ug/ml)+Amp(200
Mg/ml), en un volumen final de 50 ml, en un matraz de 250 ml.
= Incubar a 37 °C por 30 min con agitacién y a 30 °C por toda la noche
con agitacion.
Para recuperar el banco vy la titulacion usar los protocolos de Recuperacion
de fago-anticuerpos y titulacion fago-anticuerpos de la seccion 2.

4-Cinéticas

Se realizaron cinéticas de 4 de las fracciones seleccionadas de fago-
anticuerpos contra melitina y péptido por triplicado a una velocidad de flujo de 5
pI/min y 10 pl/min, en una solucién de corrida HEPES pH 7, 10 mM, la tabla
muestra cada una de las inyecciones:

Fraccién Volumen Retraso Concentracion Ligando
F1 80 pl 600 seg 0.1n,0.05n,10n,100n |[MyP
F2 80 ul 600 seg 0.1n,0.05n,10n,100n | My P
F1 100 pl 900 seg 0.1n,0.05n,10n,100n | My P




F2 100 pl 900 seg 0.1n,0.05n,10n,100n | My P
P1 80 pl 600 seg 0.1n,0.05n,1n,5n,10n | My P
P2 80 ul 600 seg 0.1n,0.05n,1n,5n,10n | My P
P1 100 pl 900 seg 0.1n,0.05n,1n,5n,10n | My P
P2 100 pl 900 seg 0.1n,0.05n,1n,5n,10n | My P
Donde:

F1 es una fraccién seleccionada de fago-anticuerpos contra melitina

F2 es una fraccién seleccionada de fago-anticuerpos contra melitina

P1 es una fraccion seleccionada de fago-anticuerpos contra péptido

P2 es una fraccion seleccionada de fago-anticuerpos contra péptido

M es melitina P es péptido

n es nanomolar p es picomolar

Retraso es el tiempo ftrascurrido desde el final de la inyeccion (disociacién) hasta la
regeneracion.

Las regeneraciones se realizaron con NaOH en las concentraciones 5
mM, 10 mMy 20 mM.

La evaluacion se realizo mediante la sustraccion del canal que no tiene
ninguna molécula inmovilizada (canal de referencia) al canal donde se
encuentra inmovilizado el ligando (canal de prueba) y asi eliminar del
sensograma las interacciones inespecificas.

Los datos obtenidos fueron analizados usando el ajuste global,
aplicando el modelo Langmuir de interacciones 1:1, en algunos casos se utilizé
el ajuste de linea de base oscilante, asi como también el ajuste independiente
de asociacion y disociacion.

EQUIPO
El analisis de las interacciones por medio de resonancia de plasmones

superficiales se realizd en el equipo BlAcore X (Amersham Pharmacia Biotech).
La evaluacion se hizo mediante el programa BlAevaluation 3.2.

SOLUCIONES

Medios de cultivo

YT2X liquido

Para 1 litro:

Cloruro de sodio 10 gr.
Extracto de levadura 10 gr.
Triptona 16 gr.

Agar 15 gr.

Ajustara pH 7 NaOH 1 M

Soluciones

PBS 1X

Para 1 litro:

NaCl 8 gr.

KCL 0.2 gr.

Na;HPO4 1.44 gr

KH2PO4 0.24 gr

Ajustar a pH 7.4 con NaOH 1 M

YT2X solido

Para 1 litro:

Cloruro de sodio 10 gr.
Extracto de levaduras 10 gr.
Triptona 16 gr.

Ajustar a pH 7 con Na OH 1M

PEG +NaCl

Para 1 litro:

PEG 800 al 20 %, 200 gr.
NaCl 25 M, 146.1 qgr.



Stock de Amp 200,000 pg/ml (Ampicilina) NaOH 1M (hidroxido de sodio)

Para 50mil: Para 10 ml:

2 gr de ampicilina NaOH .4 gr.

repartir en alicuotas de 1mi

Stock MES pH 6.5, 100 mM Stock HEPES pH 7, 100 mM
Para 100 ml: Para 100mil:

MES 2.132 gr. HEPES 2.383 gr.

Ajustar a pH 6.5 con NaOH 1 M Ajustar a pH 7 con NaOH 1M
Filtrar y desgasificar Filtrar y desgasificar

Stock melitina 500 pl/mi Stock péptido 500 pl/ml

Para 1 mi: Para 1 ml:

Melitina .5 gr. Péptido .5 gr.

EDC, N-etil-N'-(dimetil-aminopropil)-carbamida, 400 mM

Para 20 ml:

EDC 1.5336 gr
Filtrar y desgasificar

NHS, N-hidroxisuccinimida, 200 mM Etanolamina 1 M pH 8.5
Para 20 ml: Para 250 ml:

NHS 0.46036 gr. Ajustar pH con NaOH 1 M
Filtrar y desgasificar Filtrar y desgasificar
Solucién de borato pH 8.5, 100 mM Tris-Cl 1M

Para 50 ml: Para 50 mi:

Acido borico 0.31 gr Tris-Cl 7.88 gr.

Ajustar a pH 8.5 con NaOH 1 M

PDEA de 2-(2-pirimidilditio)etanamina, 80 mM
Para 50 ml:
Disolver PDEA 4.5 gr en 250pl de solucién de borato pH 8.5 100 mM

Solucién de formato de sodio pH 4.3, 100 mM
Para 50 ml:

Formato de sodio 0.35 gr

Ajustar a pH 4.3 con acido formico

Cisteina-NacCl

Cisteina 50mM-NaCl 1M

Disolver 1.5mg de I-cisteina y 14mg de NaCl en 250ul de solucion de formato
de sodio pH 4.3 100 mM
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RESULTADOS

Amplificacién de fago-anticuerpos humanos

Amplificacién del fago ayudador (helper)

Se obtuvo el siguiente niumero de colonias en cada caja por dilucién
Tabla 1

Dilucién No. de colonias
1x1071° 184
1x10712 2

Utilizando la Ecuacién 3 nos da una titulacién aproximada de 2x10™ fagos/ml

Amplificacién banco de fago-anticuerpos humanos
Se obtuvo el siguiente niumero de colonias en cada caja por dilucién
Tabla 2

Dilucion No. de colonias
1x1071° 426
1x1072 7

Utilizando la Ecuacion 3 nos da una titulacion aproximada de 7x10™ fagos/ml
Seleccion de fago-anticuerpos humanos

Pruebas de preconcentracién con melitina

La prueba se realizo para conocer cual era la solucion amortiguadora
mas Optima para la inmovilizacion asi como la concentracion a la cual se
observa una mejor respuesta.
Se observo la siguiente respuesta.

Tabla 3

Concentracion Respuesta (RU)
20 yg/ml pH 6.5 2660

20 yg/mlpH 7 2716

10 ug/ml pH 6.5 1185

10 ug/ml pH 7 1728

300 pg/ml pH 7 3173

400 pg/ml pH 7 3314
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Fig. 16 Preconcentracion de melitina. Se muestran las respuestas de las inyecciones a
diferentes concentraciones de melitina a diferentes pHs; a) melitina 20 ug/ml a pH 6.5, b)



melitina 20 pg/ml a pH 7, c) melitina 10 pg/ml pH 6.5, d) melitina 10 ug/ml pH 7, e) melitina 300
pg/ml, f) melitina 400 pg/ml.

Inmovilizacidon melitina

La melitina se inmovilizd en los siguientes niveles

Tabla 4

Concentracion Respuesta (RU)
20 pg/mi 586

400 pg/ml 824

RU
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Fig.17 Inmovilizacion melitina. Se muestra la respuesta a las inyecciones realizadas para la
union de la melitina al biosensor; a) linea base, b) mezcla de EDC/NHS, c) melitina, d)
etanolamina, e) regeneracion NaOH 5 mM, e) nivel de inmovilizacién

Pruebas preconcentracion péptido
Se observaron las siguientes respuestas

Tabla 5
Concentracion Respuesta (RU)
50 pg/ml 1674
100 pg/ml 1965
200 pg/ml 2277
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Fig.18 Preconcentracion péptido. Se muestra la respuesta de inyecciones a diferentes
concentraciones de péptido, a) 200 ug/ml, b) 100 pg/ml, c) 50 pg/ml.

Inmovilizacion de péptido

Se inmovilizo el péptido en los siguientes niveles.

Tabla 6
Concentracion Respuesta (RU)
200 pg/ml 1001

RU
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Fig. 19 Inmovilizacion del péptido. Se muestra la respuesta a las inyecciones realizadas para la
unién del péptido al biosensor, a) linea base, b) mezcla de EDC/NHS, c¢) PDEA, d) péptido, e)
cisteina-NacCl, f) nivel de inmovilizacion.

Seleccion fago-anticuerpos contra melitina
La seleccion se realizd a partir de la libreria de fago-anticuerpo humano no-

inmunizada (ver protocolos), se obtuvo la siguiente respuesta.
Primera seleccién

Tabla 7

Fracciones Respuesta (RU) Regeneracién NaOH
(mM)

Unién 328

1 24 1

2 47 3

3 27 5

4 14 5

5 14 5




6 35 10
/ 97 20
8 39 20
9 14 30
Segunda seleccion
Tabla 8

Fracciones Respuesta (RU) Rl\(laag(e)?—lezfncl\l/?)n
Union 303
1 12 1
2 37 3
3 30 5
4 13 5
5 45 10
6 23 20
7 43 30
8 . 84 20

9
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Fig.20 Seleccién fago-anticuerpos contra melitina. El sensograma muestra la diferencia entre
los canales de prueba y de referencia, a) linea base, b) curva de unioén, c) picos de las

diferentes regeneraciones.

Se juntaron las ultimas 4 fracciones repartidas en dos es decir, de la
primera seleccion se junto la fraccion 9 y 8, asi como las fracciones 7 y 6, se
les llamaron F1y F2, respectivamente.

Seleccion fago-anticuerpos contra péptido hidrofdbico.
Durante la seleccidn se obtuvo la siguiente respuesta

Tabla 9

Fracciones Respuesta (RU) Regeneracion NaOH
(mM)

Unién 38

1 10 5mM

2 29 10mM

Segunda seleccion




Tabla 10

Fracciones Respuesta (RU) Regeneracion NaOH
(mM)

Union 30

1 2 5mM

2 26 10mM

NOTA: La respuesta es dada

inespecifico.

RU
1100

1000

por la resta entre el canal, que tiene inmovilizada el ligando
inmovilizado y el canal de referencia, la sustraccion disminuye la mediciéon del pegado
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Fig. 21 Seleccion fago-anticuerpos contra péptido. El sensograma muestra la respuesta entre el
canal de referencia y el canal de prueba, a) linea base, b) curva de unién, c) picos de las

diferentes regeneraciones

Se juntaron las fracciones con su correspondiente la fraccién 1 de la
primera seleccién con la fraccidon 1 de la segunda seleccioén, asi también con
las fracciones 2 y se les denomino P1 y P2 respectivamente.

Amplificacién de fago-anticuerpos seleccionados

Se obtuvo el siguiente numero de colonias en cada caja por dilucion

Tabla 11

Fraccion Dilucion No. de colonias
F1 1x10™° 158

F1 1x10" 2

F2 1x10™° 162

F2 1x10" 3

P1 1x10™ 150

P1 1x10" 2

P2 1x10™° 250




respuEsTa

| P2 [ 1x10™ |3 |
Basados en al formula la titulacidon dan un valor aproximado es:

F1 2x10"™ fagos/ml F2 3x10™ fagos/ml, P1 2x10"™ fagos/ml y P2 3x10"
fagos/mi

Cinéticas

Cinética melitina

Las cinéticas realizadas con las fracciones F1, F2, P1 y P2 contra melitina se
obtuvieron las siguientes graficas y valores. Los sensogramas muestran la
relacion entre unidades de resonancia (RU) y tiempo (s). Los residuales
muestran la diferencia entre los datos experimentales y el modelo utilizado.

Fraccion F1 contra melitina; ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig. 22 Cinética F1 contra melitina. a) Los sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra melitina a diferentes concentraciones 10 nm (verde), 1nm (magenta),
0.05nM (azul) y 0.1nM (rojo) usando un ajuste global. b) Muestra los residuales del ajuste
global entre el modelo y los sensogramas obtenidos

Datos obtenidos del ajuste global

Tabla 12

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi®
(1/M) | (1/s) (1/M)

F1 3.6e3 | 8.2e-3 | 4.4e5 | 2.6e-6 | 0.81

Fraccion F1 contra melitina; ajuste disociacion
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Fig.23 Cinética F1 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacién entre las
interacciéon de la fraccion F1 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 13
Analito Kd (1/s) Chi®
F1 6.3e-3 0.23

Fraccion F1 contra melitina; ajuste asociacion
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Fig.24 Cinética F1 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccion de la fraccion F1 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion.
Tabla 14

Analito

Ka
(1/M)

Kd
(1/s)

KA
(1/M)

KD (M)

Chi*

F1

5e4

6.3e-3

7.9e6

1.3e-7

0.45

Fraccién F2 contra melitina; ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig.25 Cinética F2 contra melitina. a) Los sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra melitina a diferentes concentraciones 10 nm (verde), 1nm (magenta),
0.05nM (azul) y 0.1nM (roja) usando un ajuste global. b) Se muestran los residuales, entre el
modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 15

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi®
(1/M) | (1/s) (1/M)

F2 9.6e6 | 1.9e-3 | 4.9e-9 |2e-10 | 0.44

Fraccion F2 contra melitina ajuste; disociacion.
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Fig.26 Cinética F2 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacién entre las
interaccion de la fraccion F2 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 16
Analito Kd (1/s) Chi®
F2 2e-3 0.16

Fraccion F2 contra melitina; ajuste asociacion.
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Fig.27 Cinética F2 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccion de la fraccion F2 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion.

Tabla 17

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi®
(/M) | (1/s) (1/M)

F2 1e7 | 2e-3 5.3¢9 | 1.9e-10 | 2.8

Fraccién P1 contra melitina; ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig. 28 Cinética fraccion P1 contra melitina. a) Los sensogramas muestran las interacciones
entre los fago-anticuerpos contra melitina a concentracion 10nM (verde), 1nM (magenta),
0.05nM (azul) y 0.1pM (roja), observe que los sensogramas se encuentran a nivel de la linea
base. b) Se muestran los residuales, entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 18

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi
(1/M) | (1/s) (1/M)

P1 5.3e3 | 1e-3 2.8e5 | 3.6e-6 12

Fraccion P1 contra melitina; ajuste disociacion.
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Fig. 29 Cinética P1 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacion entre las
interaccién de la fraccion P1 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 19
Analito Kd (1/s) Chi®
P1 1e-3 15

: Wij)

Fraccion P1 contra melitina; ajuste asociacion.
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Fig.30 Cinética P1 contra melitina. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccion de la fraccion P1 contra melitina a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion.
Tabla 20

Analito | Ka | Kd KA | KD (M) | Ch?
(M) | (1) | ()

1.5e6 | 1e-3 1.5e9 | 6.6e-10 | 0.85

Fraccion P2 contra melitina.
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Fig.31 Cinética fraccion P2 contra melitina. Se muestra la interaccion entre la fraccion P2
contra melitina, a diferentes concentraciones, 1 nM (magenta), 5 nM (esmeralda), 10 nM

(verde).

Cinética péptido.

Se realizaron las cinéticas con las fracciones F1, F2, P1 y P2 contra el péptido
y se obtuvieron las siguientes graficas y valores. Los sensogramas muestras la
relacion entre unidades de resonancia (RU) y tiempo (s). Los residuales
muestran la diferencia entre los datos obtenidos y el modelo utilizado.

Fraccion F1 contra péptido; ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig.32 Cinética F1 contra péptido. a) Los sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra péptido a diferentes concentraciones 10nM (verde), 5nM (esmeralda),
0.1nM (azul) y 0.05nM (rojo) usando un ajuste global. b) Se muestran los residuales, entre el
modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 21

Analito | Ka | Kd KA KD (M) | Chi?
(amy | (i) | (am

F1 1.6e5 | 2.6e-6 | 6.2e10 | 1.6e-10 | 4.7




Fraccion F1 contra péptido; ajuste disociacion
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Fig. 33 Cinética F1 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacion entre las
interaccion de la fraccion F1 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 22
Analito Kd (1/s) Chi®
F1 5.2e-3 0.66

Fraccion F1 contra péptido; ajuste asociacion
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Fig.34 Cinética F1 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccién de la fraccion F1 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales, entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion

Tabla 23
Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi
(1/M) | (1/s) (1/M)

F1 3.2e2 | 5.2-3 3.9e5 | 4.7e-6 | 2.7




Fraccion F2 contra péptido; ajuste global Langmuir 1:1, con linea base
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Fig.33 Cinética F2 contra péptido. a) Los sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra péptido a diferentes concentraciones 10 nM (vede), 5nM (esmeralda),
0.1nM (azul) y 0.05nM (rojo) usando un ajuste global. b) Se muestran los residuales entre el
modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 24

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi®
(M) | (1/s) (1/M)

F2 3.4e6 |7.2e-4 |47e9|21e-10 0.9

Fraccion F2 contra péptido; ajuste disociacion
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Fig. 34 Cinética F2 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacion entre las
interaccién de la fracciéon F2 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 25
Analito Kd (1/s) Chi®
F2 3.6e-4 0.41

Fraccion F2 contra péptido ajuste; asociacion.
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Fig.35 Cinética F2 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interacciéon de la fraccion F2 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestran los
residuales, entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion

Tabla 26
Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi*
(1/M) | (1/s) (1/M)
F2 7.5e6 | 3.6e-4 3.8e9 | 2.2e-10 | 0.83

Fraccion P1 contra péptido; ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig.36 Cinética P1 contra péptido. a) Los sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra péptido a diferentes concentraciones 10nM (verde), 1nM (azul), 0.1nM
(rojo), usando un ajuste global. b) Se muestran los residuales, entre el modelo de ajuste y los

sensogramas obtenidos.



Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 27

Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi®
(1/M) | (1/s) (1/M)

P1 8.9e4 | 1.7e-4 5.1e8 2e-9 0.2

Fraccion P1 contra péptido; ajuste disociacion.
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Fig. 37 Cinética P1 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de disociacion entre las
interaccién de la fraccién P1 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 28
Analito Kd (1/s) Chi®
P1 1.4e-4 0.14

Fraccion P1 contra péptido; ajuste asociacion
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Fig.38 Cinética P1 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccion de la fraccién P1 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion.

Tabla 29
Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi
(1/M) | (1/s) (1/M)
P1 1.9e5 | 1.4e-4 1.9e9 | 5.2e-10 | 0.16

Fraccion P2 contra péptido ajuste global Langmuir 1:1.
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Fig.39 Cinética P2 contra péptido. a) Los Sensogramas muestran las interacciones entre los
fago-anticuerpos contra péptido a diferentes concentraciones: 10nM (verde), 5nM (esmeralda),

1nM (magenta), usando un ajuste global Langmuir. b) Se muestra los residuales entre el
modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste global.

Tabla 30
Analito | Ka Kd KA KD (M) | Chi*
(1/M) | (1/s) (1/M)
P2 2.0e5 | 2.6e-5 | 2.6e9 | 2.2e-10 | 2

Fraccion P2 contra péptido ajuste disociacion.
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Fig.40 Cinética P2 contra péptido. a) Se muestra el ajuste Langmuir del periodo de asociacion
entre las interaccion de la fraccion P2 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se

muestra los residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de disociacion.

Tabla 31
Analito Kd (1/s) Chi®
P1 2.4e-5 0.63

Fraccion P2 contra péptido; ajuste asociaciéon
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Fig.41 Cinética P2 contra péptido. a) Se muestra el ajuste del periodo de asociacion entre las
interaccion de la fraccion P2 contra péptido a diferentes concentraciones. b) Se muestra los
residuales entre el modelo de ajuste y los sensogramas obtenidos.

Datos obtenidos del ajuste del periodo de asociacion.
Tabla 32

Analito | Ka | Kd KA KD (M) | Chi?

(M) | (15s) | (1/M)

2.2e5 | 24e-5 | 2.7e10 | 2.2e-10 | 1.3

Discusion

Durante la amplificacién de un banco de fago anticuerpos hibridos
(basados en fagemido), uno de los pasos mas importante es la amplificacion de
el fago ayudador (helper). Es de gran importancia conocer los valores de
titulacion de fago ayudador, para mantener la relacion, 1:20, durante la
infeccidn, ya que una mayor cantidad de fago ayudador, se ha observado, que
mata a las células hospederas y una cantidad mucho menor disminuye la
eficiencia de la amplificacion del banco (Dra. Lidia Riafio, comunicacion
personal).

Se realiz6 la amplificacién de fago-anticuerpos humanos con un numero
de variantes de 1.1x10%. Esta libreria estaba compuesta por fragmentos de
anticuerpos variables de cadena sencilla, humanos no inmunizados. Una
libreria de este tipo puede ser fuente de anticuerpos con gran especificidad.
Desafortunadamente este tipo de anticuerpos tienen baja afinidad*®. Sin
embargo es posible obtener anticuerpos de mayor afinidad cuando los bancos
empleados son grandes. Esto se debe, que al existir una mayor variabilidad
incrementa la probabilidad de seleccionar anticuerpos con las mejores
caracteristicas deseadas®.

La cantidad de fago anticuerpos, amplificados del banco, fue alta. Esto
nos ayudara a mantener interactuando un mayor niumero de particulas de fago-
anticuerpos, con la melitina, asi como a la parte hidrofébica de esta, y asi poder
seleccionar, anticuerpos que tengan un mejor reconocimiento contra estos
antigenos en particular.

Dentro de las pruebas de preconcentracion se observdé que la mejor
respuesta ocurre en soluciones con pH 7, es decir un mayor numero de
moléculas concentradas en la superficie, del biosensor por la diferencia de
cargas entre los carboxilatos y la melitina. La repuesta a altas concentraciones
mostré una saturacion mas rapida por lo tanto se eligieron estas para la
inmovilizacién. Se utilizaron concentraciones de; 400 ug/ml y 20 yg/ml para
seleccién y cinéticas respectivamente. Se eligidé para la seleccion una
concentracion de 400 pg/ml, estos para tener una mayor densidad de
moléculas en el biosensor y reducir el pegado inespecifico o fago anticuerpos
que reconozcan a la matriz de carboxilatos. La segunda inmovilizacion de

1000



melitina, 20 ug/ml, se eligié para realizar cinéticas, esto para tener una menor
densidad de moléculas en el biosensor y disminuir el fendmeno de avidez y asi
obtener una mejor respuesta a bajas concentraciones.

Se logré inmovilizar 586 y 824 RU para 20 pg/ml y 400 pg/ml
respectivamente equivalente a .586 y .824 ng/mm? Equivalente a 3.55e° y
4.17¢e® moléculas por milimetro cuadrado en la superficie del biosensor.

Para la inmovilizacién del péptido, correspondiente a la parte hidrofébica
de la melitina, se eligié la concentracion de 200 upg/ml, para seleccién vy
cinéticas, esto debido a que el péptido es pequeino, 14 residuos de
aminoacidos, y la respuesta a bajas concentraciones seria minima, por ende
una concentracion alta mantiene una buena respuesta, debido a su tamafio no
existe ningun problema para mantener una buena densidad, suficiente para la
seleccidén y cinéticas.

Se logré inmovilizar 1001 RU de respuesta equivalentes a 1.001
ng/mm?; equivalente a 4.7e moléculas por milimetro cuadrado.

Durante la seleccidén la relacidn de fago-anticuerpos que reconocian
especificamente a la regién hidrofébica de la melitina fue mucho menor en
comparacion con la melitina completa.

La seleccion se realizd6 por medio de la libreria de fago-anticuerpos
humanos. Se encontré que existe un mayor numero de fago-anticuerpos que
reconocen a la melitina que los que reconocen a la parte hidrofébica, una
diferencia de 300 RU, que equivale a .300ng/mm?, sin embargo, dentro de esta
gran cantidad de fago-anticuerpos no se conoce cual es la region de la melitina,
que sirve como sitio de anclaje al fago-anticuerpo ademas de mantener una
baja afinidad por ésta, sin embargo el tener una menor cantidad de fago-
anticuerpos que reconozcan la parte hidrofébica de la melitina nos facilita la
seleccion para anticuerpos especificos.

Se eligieron las dos ultimas fracciones de cada seleccién, basandose en
la astringencia de la regeneracion, es decir con una concentracion de hidréxido
de sodio mas alta, para poder romper la interaccion entre el fago-anticuerpo y
la melitina y el péptido, lo que nos sugiere que la afinidad por éstas es mas
alta. Estas fracciones fueron elegidas y unidas en pares, con el fin de ser
caracterizadas cinéticamente, asi como para tener una poblacién mas grande,
ya que muchos de los fago-anticuerpos no expresan anticuerpos y el
reconocimiento puede darse con las proteinas de la cubierta del fago.

Cada repeticion, de la seleccion, fue seguida de la amplificacién de fago-
anticuerpos seleccionados y asi poder mantener las variables seleccionadas,
en proporciones suficientes para poder volver hacer rondas de seleccion, asi
como para realizar caracterizaciones cinéticas.

La caracterizacion de interacciones antigeno-anticuerpo se realiza
mediante la determinacion de su afinidad y sus velocidades cinéticas (ks Yy Kq).

La afinidad suele representarse mediante la constante de disociacion en
equilibrio (Kp), que describe la concentracién necesaria de antigeno necesaria
para ocupar los sitios de union de la mitad de las moléculas de anticuerpos
presentes en una solucion de anticuerpos. Cuanto menor es la Kp, mayor es la
afinidad de la interaccién, puesto que se necesita una menor concentracion de
antigeno para ocupar los sitios de uniéon. Por el contrario la constante de
asociacion en equilibrio (Ka), se describe como el inverso de la constante de
disociacion en equilibrio Kp. Es decir entre mayor se Ka, mayor es la afinidad
de la interaccion.



La caracterizacion de cada poblacion de fago-anticuerpos radica en la
aplicacién de modelos de interacciones entre biomoléculas y en base a éstos
tener un acercamiento a las constantes de afinidad de un anticuerpo.

Cada modelo evalua; K;, Ky, obtenidas experimentalmente y calcula Ka y
Kp, Yy con base al modelo y los resultados obtenidos, presenta estas
constantes, dando un acercamiento para la comprension de afinidad entre
antigeno-anticuerpo. Es debido decir que cada modelo utiliza el estadistico de
chi? para conocer la diferencia entre la relacion del modelo utilizado y los datos
experimentales, es decir un ajuste con chi’ alta (mayores a 3), es menos
acertado que uno con valores bajos (menores a 3). La diferencia entre los
valores del modelo y los datos obtenidos son graficados en forma de
residuales. Debido a los cambio bruscos en el indice de refraccion en los
experimentos, se tomo como 5 el valor maximo considerado como ruido.

Es importante mencionar que se tomaron los datos de los modelos que
se sometieron al ajuste global, o en su caso, los que mantenian un valor de chi?
mas bajo.

Mediante las cinéticas realizadas se observd que las poblaciones de
fago-anticuerpos mostraban comportamientos diferentes. Se encontré que la
afinidad de la fraccion F2, Kp 2™ M, en ajuste global, es mayor contra
melitina, que la fraccion F1, Kp 2.6e° M, en ajuste global, recordando que fue
seleccionada con regeneracion de mayor astringencia. Mientras que la fraccién
P1, seleccionada con el péptido mostré una Kp 3.6e® M, en ajuste global, pero
el pegado fue menor, asi como la velocidad de formacién del complejo, con
respecto a la fraccion F1. Si consideramos que una Kp, alta debe ser superior a
1xe” la afinidad de F1 y P1 contra melitina no presentan alta especificidad.

En contraste la fraccion P2 mostr6 muy poco reconocimiento, y en
ocasiones nulo, contra melitina, que no es significativo para realizar un ajuste,
aunado a un problema de cambio de indice de refraccion muy alto, dificultando
el ajuste.

La fraccion F1, Kp 4.7e” M, en ajuste asociacion y disociacion por
separado, contra el péptido mostrdé interaccion contra el péptido, pero un
modelo global no pudo ser ajustado con exactitud, es decir presentaba una chi?
alta, aunado a que el pegado de los fago-anticuerpos fue muy poco por debajo
de los 15 RU. Lo que sugiere que el reconocimiento de la fraccién F1 contra el
péptido no presentan alta especificidad. En cambio la afinidad de la fraccién de
F2, Kp 2.1e° M, ajuste global, contra el péptido fue mucho mayor, lo que nos
sugiere que esta poblacién reconoce el mismo sitio tanto en la melitina
completa como en el péptido.

Las constantes de disociacion en equilibrio muestran una afinidad
nanomolar, aproximada de 2x10° M y 22x10"™ M para P1 y P2,
respectivamente, contra el péptido, ambas en ajuste global.

Las fracciones P1 y P2 mostraron alta afinidad con el péptido, sin
embargo el modelo con mejor ajuste fue con la fraccion P1.

Las fracciones que mostraron las mejores Kp contra melitina y el péptido
respectivamente fueron F2 y P1 respectivamente, por lo que se enfilan como
fuertes candidatos para neutralizar a la melitina.



Conclusiones

Se logr6 seleccionar fago-anticuerpos que reconocen a la melitina asi
como a la parte hidrofébica de ésta, mediante resonancia de plasmones
superficiales.

Se logré caracterizar cinéticamente cada fraccion de fago-anticuerpos
seleccionados, mediante resonancia de plasmones superficiales.

Se encontré que la fraccion F2 reconoce a la melitina.

Tanto F1 como P1 no presentan especificidad por la melitina, por lo
tanto baja afinidad por esta.

Se encontrd que la fraccion F2, P1 y P2 reconocen a la parte hidrofébica
de la melitina.

Tanto P1 como P2 tienen alta afinidad contra la parte hidrofébica de la
melitina.

La fraccion F2 mostro la mas alta afinidad contra melitina.

La fraccion P2 mostro la mas alta afinidad contra la parte hidrofébica de
la melitina.

Perspectivas

La busqueda de un anticuerpo monoclonal que sea capaz de neutralizar
a la melitina, especificamente a la parte hidrofébica de ésta, es un camino por
recorrer. La seleccion dentro de una libreria de fago-anticuerpos, es el primer
paso dentro de este largo camino.

La caracterizacion de cada clona dentro de la diversidad de cada
poblacién seleccionada, asi como, la capacidad de generar variantes a partir de
una poblacién, ya seleccionada, es el paso siguiente. Mediante rondas de
mutacion y seleccion, se pretende encontrar anticuerpos con altas afinidades y
capaces de neutralizar a la melitina, por medio del reconocimiento de la parte
hidrofébica de esta. El paso consecutivo es la expresion de anticuerpos
monoclonales, por medio de fagemido, capaces de inhibir a la melitina asi
como al veneno completo de abeja.
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Acrénimos

Ag: plata, elemento quimico

Amp: ampicilina

Au: oro, elemento quimico

C: centigrados, unidad de temperatura
CDR: en anticuerpos sitio de combinacion de antigeno
Cu: cobre, elemento quimico

Da: daltones

DO: densidad 6ptica

Gr: gramos unidad de masa

IgG: inmunoglobulina tipo G

IgE: inmunoglobulina tipo E

Kega: cOnstante de asociacion en equilibrio
Kegp : constante de disociacion en equilibrio
Kg: kilogramos, unidad de masa

Km: kanamicina

koff: velocidad de disociacion

Kon: velocidad de asociacion

I: litros, unidad de volumen

LD 50: dosis letal media

M: molar, unidad de concentracion

mM: milimolar, unidad de concentracion
mm: milimetro, unidad de area

mg: miligramos, unidad de masa

min: minutos, unidad de tiempo

NaCl: cloruro de sodio

nM: nanomolar, unidad de concentracion
NMR: Resonancia magnética nuclear
PCR reaccién en cadena de la polimerasa
PEG: polientilen glicol

pg: picogramo, unidad de masa

pH: logaritmo negativo de la concentracion de iones hidronio
pM: picomolar, unidad de concentracion
RU: unidad de resonancia

ug: microgramos, unidad de masa

Vy: region variable de la cadena pesada
V.: region variable de la cadena ligera
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