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“Expresion en la superficie del fago M13 la region variable de la cadena
pesada de una inmunoglobulina dirigida contra el péptido B-Amiloide 142"

1. RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo del Sistema
Nervioso Central (SNC) que se manifiesta por deficiencias cognitivas y de la
memoria, causando como consecuencia demencia y finalmente la muerte. Esta
enfermedad esta caracterizada por la presencia de depodsitos extracelulares en
células del hipocampo llamadas placas seniles, formadas por el péptido f-Amiloide
(BA), y la formacién intracelular de marafias neurofibrilares, constituidas por una
proteina hiperfosforilada llamada TAU. Se sabe que el BA142 €s el mas toxico y
que predomina en las placas seniles. La acumulacién y el depdsito de éste péptido
en el cerebro juega un papel central y critico en la neuropatologia de la

enfermedad del Alzheimer.

En recientes estudios se han dirigido esfuerzos para encontrar moléculas que
remuevan o inactiven las placas de BA, asi como prevenir la agregacién del
mismo. Algunas de estas moléculas son anticuerpos anti-BA o fragmentos de
anticuerpos (Fab, scFv), los cuales muestran unién a fibrillas preformadas y llevan

a la disgregacién de éstas o la inhibicion de efectos neurotéxicos.

En nuestro laboratorio se seleccionaron y caracterizaron fragmentos de
anticuerpos de una biblioteca humana no inmune del fragmento variable de la
cadena sencilla (single-chain Fv, scFv) desplegada en fagos (phage display).
Actualmente hemos caracterizado un scFv que mostré alta reactividad para el BA+.
42en ensayos de ELISA y un efecto neuroprotector en ensayos de neurotoxicidad

del BA1.42 en células de neuroblastoma humano.



En el presente trabajo se expresd la cadena pesada de la region variable de la
clona b4.4, en la superficie del fago filamentoso M13 en alto numero de copias.
Ademas de comprobar su correcta clonacibn se realizaron ensayos
inmunoenzimaticos para caracterizar su reconocimiento hacia el péptido BA1.42,

tales como ensayos de ELISA y Western blot.



2. INTRODUCCION

2.1 La enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo que afecta
alrededor del 2% de poblacion en paises industrializados y mas de 20 millones de
personas presentan esta enfermedad en todo el mundo. Se predice que para el

2050 el numero de enfermos se puede triplicar (http://www.alz.org). En México,

esta enfermedad afecta a 350 mil personas y mueren anualmente 2030 pacientes,
convirtiendo a la enfermedad de Alzheimer en la cuarta causa de muerte en

personas mayores de 65 afos (http://www.innn.edu.mx). En esta enfermedad, los

pacientes presentan deterioro progresivo de la memoria, desordenes en las
funciones cognitivas, alteraciones en el comportamiento (paranoia y
alucinaciones), un decremento en las funciones linguisticas, desorientacion

espacio-temporal y por ultimo la muerte (Selkoe, 2001).

Actualmente, un diagndstico definitivo de la EA es posible solo por medio de
analisis postmortem del cerebro. El analisis histopatolégico del cerebro muestra la
presencia de placas seniles, marafias neurofibrilares y una amplia y progresiva
pérdida neuronal en el hipocampo y selectas areas corticales y subcorticales
(Golde, 2003). Las placas y marafias estan presentes en su mayoria en regiones
del cerebro que participan en el aprendizaje, memoria y comportamientos
emocionales. Las neuronas que degeneran en la EA presentan incrementado el
dafio oxidativo, deteriorado el metabolismo de energia e interrumpida la

homeostasis de calcio celular (Mattson, 2004).

La mayoria de los casos de la EA son esporadicos o de establecimiento tardio,
cuyas causas se atribuyen a diferentes factores. Por otro lado, una pequena
fraccion (menor al 1%) de estos casos se debe a una herencia dominante
autosomal con un inicio de antes los 65 afios de edad, llamado Alzheimer familiar
o temprano. Las mutaciones que incrementan la deposicién del péptido BA estan



asociadas con formas familiares de la EA. Actualmente, se cree que las
mutaciones en cuatro genes tienen una participacion en la enfermedad;
presenilina 1 (PSEN1), presenilina 2 (PSEN 2), el alelo ¢4 de la APOE y en la
proteina precursora del amiloide (Amyloid B protein precursor, APP), los cuales se
han localizado en los cromosomas 1, 14, 19 y 21 respectivamente. Productos de
estos genes participan en el trafico y procesamiento proteolitico del APP (Hardy, et
al., 2002).

La hipotesis de la cascada amiloide postula que la primera causa de la EA es el
incremento de la produccion y la acumulacion del BAq.42. La oligomerizacion del
BA1.42 Yy la deposicion como placas difusas en el cerebro conduce a la activacién
de células de microglia y de astrocitos. Ademas que la oligomerizacion del BA
altera la homeostasis ionica de la neurona y aumenta la fosforilacion de Tau,

llevando a la formacion de marafas neurofibrilares (Weiner, et al., 2006).

2.2 Alteraciones neuropatolégicas

Las placas seniles, también llamadas placas neuriticas, son depdsitos
extracelulares de fibrillas y agregados amorfos del péptido B-amilode (BA),
rodeados por terminales presinapticas degenerativas junto con astrocitos y células
de microglia (Morgan, et. al. 2004, Weiner, et al, 2006). Se ha postulado que las
placas seniles presentan neurotoxicidad que conduce a la muerte celular y en
algunos estudios se han correlacionado la densidad de las placas, y no el numero
de ellas, con las caracteristicas clinicas de la EA (Hardy, et al., 2002). La densidad
Amiloide del centro de cada placa se ha relacionado con el estadio de formacion
de la placa, desde placas recién formadas con un centro muy difuso, hasta las
placas terminales con un centro denso (Vickers, et. al. 2000).

Se ha encontrado que las fibrillas de péptido BA no son las unicas formas
neurotdxicas, sino que este también se ensambla en formas solubles: las

protofibrillas que forman estructuras curvilineas de 4-11 nm en diametro y menos



de 200 nm de longitud, in vitro causan estrés oxidativo que desacopla los
transportadores i6nicos y de glucosa en la membrana celular, y la
desestabilizacién de la homeostasis celular del calcio. Las protofibrillas también
causan cambios electrofisioldgicos lo que eventualmente conduce a la muerte
neuronal. Oligdmeros pequefios llamados ligandos difusibles derivado de BA
(ADDL) también son neurotdxicos in vitro. Ambas formas escapan a la deteccién
con anticuerpos dirigidos a las fibrillas del péptido BA (Klein, et al. 2001). Especies
oligoméricas del BA han demostrado que interrumpen la plasticidad sinaptica

incluso cuando hay ausencia local de placas seniles.

Las placas difusas son estructuras amorfas, que no poseen un centro denso de A
pero por medio de anticuerpos se ha determinado que éste se encuentra presente
y tal vez en un estadio temprano de agregacion (Dickson, 1997). Ambos tipos de
placas pueden presentarse en cerebros de personas viejas que no presenten

demencia.

Las mararfias neurofibrilares son agregados intracelulares insolubles en neuronas
formadas por la proteina asociada a microtubulos TAU, que exhibe
hiperfosforilacion y modificaciones oxidativas. Tau es una proteina neuronal que
se une a microtubulos, promoviendo la union y la estabilidad (Weiner, et al., 2006).
Una variedad de cinasas han mostrado ser capaces de fosforilar a TAU in vitro en
varios sitios. No obstante, no esta claro como una o mas cinasas son las
responsables de iniciar la hiperfosforilacion de Tau in vivo, que lleva a la aparente
disociacion de los microtubulos y la agregacién en filamentos helicoidales

apareados (PHF).

Las dos clasicas lesiones de la EA, placas seniles y maranas neurofibrilares,
puede ocurrir independientemente una de otra. Depdsitos de BA pueden ser vistos
en los cerebros de humanos adultos cognitivamente normales en virtual ausencia

de maranas (Selkoe, 2001).



2.3 El péptido p-Amiloide y el Procesamiento del APP

Los péptidos de BA son un grupo de fragmentos proteoliticos de 39 a 43 residuos,
que son producto del procesamiento de la glucoproteina transmembranal de tipo |
llamada Proteina Precursora del Amiloide (APP). El fragmento mas abundante es
el BA140, el cual representa cerca del 90 % del total de péptido BA producido en
las células. Alrededor del 10 % es representado por el fragmento BA1.42, mientras
que los fragmentos BA+139 ¥ BA143 son observados en cantidades muy bajas
(Morgan et al., 2004).

La APP es una proteina integral de membrana con un dominio sencillo en ésta, la
region N-terminal es extracelular y una pequefa region citoplasmatica C-terminal.
APP es procesada proteoliticamente por tres enzimas conocidas como a-, B- Yy y-
secretasa (Selkoe, et al., 2003). Existen dos vias para dicho procesamiento: en el
primer caso o ruta no amiloidogénica, el primer corte lo realiza la a-secretasa
liberando a la superficie celular el dominio sAPPa y dejando un fragmento de 83
aminoacidos (C83) que es procesado por la y-secretasa. En el segundo caso o
ruta amiloidogénica, inicia por un corte de la B-secretasa (BACE) en la region N-
terminal, generando un fragmento en la region C-terminal de 99 aminoacidos
(C99), dicho fragmento es procesado por la enzima y-secretasa obteniendo el BA+.
40/BA1.42 (Leissring, et al, 2002).

APP es transportado a lo largo de los axones hasta las terminales presinapticas
donde es acumulado en niveles relativamente altos, el cual puede resultar en la

deposicion del BA en la sinapsis (Lazarov, et al., 2002).

La presenilina 1y 2 (PS1y PS2), son dos proteasas de membrana homologas, las
cuales son probables y-secretasas. Si su actividad no es de y-secretasa, al menos

las PSs son cofactores esenciales para este procesamiento (Golde, et al., 2001).
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Figura 1. A) Representacion grafica de la APP y su procesamiento. B) En el primer cuadro (a-
secretasa) se observa la ruta no amiloidogénica y en el segundo cuadro (B-secretasa) la ruta
amiloidogénica.

La relacién entre la neurotoxicidad del péptido BA y la APP no es clara pero es
posible que la APP puede modular la toxicidad del péptido. La formacion de
fibrillas de péptido BA convierte a éste en una forma con alta afinidad por proteinas
de membrana de las neuronas, y particularmente por la APP. En contraste, los
agregados amorfos de péptido BA no muestran union a proteinas de membrana,
este resultado correlaciona bien con la ausencia de toxicidad. Existen varios
mecanismos por los que APP promueve la muerte celular, pero los resultados
experimentales sugieren que la unién de APP y BA aumentan la toxicidad por

cambios conformacionales que disparan la muerte celular (Lorenzo, et al., 2000).



2.4 Dano oxidativo

La accidon neurotéxica del BA implica la generacion de especies reactivas de
oxigeno vy la interrupcién de la homeostasis del calcio celular. La interaccion de
los oligomeros del BA con Cu* o Fe?* genera H,O,. Cuando la agregacion del BA
ocurre en la membrana celular, el estrés oxidativo produce la peroxidacion de
lipidos y como consecuencia se genera 4-hydroxinonenal (4HNE), un aldehido
neurotoxico que modifica covalentemente a las proteinas en los residuos de
cisteina, lisina e histidina. Las modificaciones oxidativas de TAU por 4HNE y otras
especies reactivas de oxigeno pueden promover su agregacion y pueda de tal
modo inducir la formacion de marafas neurofibrilares. El BA también puede causar
estrés oxidativo en la mitocondria y la desregularizacién en la homeostasis de
Ca?*, resultando en el deterioro de la cadena de transporte de electrones,
incrementando la produccion de radicales superoxido y la disminucién de la
produccion de ATP (Mattson, 2004).

2.5 Terapias anti- BAmiloide

Los farmacos en desarrollo tienen como blanco sitios especificos en la cascada
neurodegenerativa. Debido a que la produccion de formas neurotoxicas del BA a
partir del APP parece tener un evento reversible en la patogénesis de la EA. Hay
un intenso interés en el desarrollo de farmacos que bloqueen las enzimas B- 6 y-
secretasa (Mattson, 2004). Multiples clases de potentes inhibidores de y -
secretasa han sido descritos, y muchos de estos han mostrado tener como blanco
a PS1 y PS2 (Golde, et al., 2001). Sin embargo el uso en humanos puede estar
comprometido por efectos alternos tales como el bloqueo de la y - secretasa hacia

Notch y otros sustratos proteicos (Dewachter, et al., 2002).
El empleo de agentes quelantes del hierro y cobre, como el clioquinol, se

esperaria que se redujera el estrés oxidativo en las neuronas. El clioquinol es un

farmaco bien tolerado en humanos y actualmente se encuentra en fase Il para el
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tratamiento clinico de la EA (Ritchie, et al., 2003). Datos epidemiolégicos y de
modelos de sistemas indican que farmacos que alteran el colesterol pueden tener
un impacto en el desarrollo de la EA, y este efecto puede ser atribuido sobre la
acumulacion del BA (Golde, 2003).

Otros acercamientos terapéuticos estan siendo probados, incluyendo agentes
antiinflamatorios tales como inhibidores de COX-2 y la aspirina (Hoozemans, et al.
2003). Se han empleado algunos de estos farmacos que tienen como blanco
sitios especificos de la cascada neurodegenerativa, hasta la fecha, en cultivos
celulares y modelos animales de la EA, y su potencial clinico no es muy claro
(Mattson, 2004).

Una estrategia prometedora para prevenir y tratar la EA esta basada en la
estimulacion del sistema inmune para remover el BA del cerebro. Se demostro
originalmente que la inmunizacién directa con agregados del BA+.42 atenuaban la
deposicion de éste significativamente en ratones transgénicos (Schenk, et al.
1999). Los resultados de los primeros tratamientos clinicos ha sugerido que la
inmunizacion con BA puede ser un tratamiento efectivo para la EA, aunque
ocurren reacciones adversas en algunos pacientes y se requiere de un

mejoramiento en los métodos de inmunizacion (Hock, et al. 2003).

En el intento de disefar otros inmundgenos capaces de inducir anticuerpos anti-pA
con propiedades anti-agregacion, se identificaron epitopes de anticuerpos anti-pA,
usando péptidos sintéticos y bibliotecas de péptidos expresados en fagos
filamentosos. Se demostrd que los residuos EFRH localizados en las posiciones 3
al 6 del extremo amino-terminal del péptido BA comprenden el epitope
inmunodominante y el principal sitio regulador para la formacion de fibrillas.
Subsecuentemente los fagos filamentosos que expresaban el péptido EFRH
fueron usados como inmundgenos especificos no toxicos en cobayos para la

produccion de anticuerpos que evitaban la agregacién del péptido BA in vitro.
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Estos autores han demostrado que los anticuerpos en suero, generados contra el
fago que expresa el péptido EFRH, previenen los efectos neurotoxicos y
desagregan fibrillas de BA (Frenkel, et al., 2000).

Con la administracion pasiva de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de
anticuerpos se espera que no induzcan una respuesta inmune celular nociva.
Cuando se da la eliminacién del complejo scFv-BA+.42 in vivo, puede no activarse
la microglia, como ocurre con un anticuerpo completo, debido a la falta de la
porcion Fc de la inmunoglobulina. Esta fuente adicional de inflamacién en
pacientes puede ser evitada (Lue, et al.,, 2002). Ha sido demostrado que la
administracion intranasal de scFv de anticuerpos anti-BA.42 expresados en fagos
en ratones transgénicos, no presentan efectos toxicos visibles después de la
administracién del fago en estudios histopatolégicos de cerebros (Frenkel, et al.,
2002).

Una de las desventajas de la inmunizacién activa es la generacion de una fuerte
respuesta inmune, particularmente la respuesta inmune celular que posiblemente
no sea lo mas deseable en una poblacién de pacientes mayores que sufren de la
EA. La hipdtesis de la inmunizacion pasiva con anticuerpos puede ser mas
apropiada para estos esfuerzos dirigidos a la generacion de moléculas que sean

capaces de prevenir y remover los agregados amiloidales (Manoutcharian, 2004).

2.6 Anticuerpos

Todos los anticuerpos tienen una estructura basica que consiste de un par idéntico
de polipéptidos de cadena pesada y un par idéntico de polipéptidos de cadena
ligera unidos por un puente disulfuro y enlaces no covalentes. La cadena pesada
esta codificada por los segmentos genéticos: variable (Vy), diversidad (D), union
(Ju) y constante (Cy). Cada region V consiste de regiones “framework” (FW) y tres
regiones hipervariables o regiones determinantes de complementariedad (CDRs)
con una secuencia de gran diversidad. Los CDRs y una extension menor de la
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region del FW, interactua con el antigeno para formar la base del sitio de union al
antigeno (Hassan, et al., 2002).

El Fab consiste de segmentos Vu-Chy y Vi -Cy unidos por enlaces difusulfuro. El Fv
(fragmento variable) esta compuesto por los dominios V. y V4 solamente. La
version recombinante de Fv es llamado fragmento variable de cadena sencilla
(single-chain fragment variable, scFv). Las dos regiones variables en el scFv son
artificialmente unidas con un péptido flexible llamado “linker”, este péptido esta
formado por 15 aminoacidos (Gly4Ser)s. El linker permite la asociacion de Vy y Vi
para formar el sitio de unién al antigeno (Huston, et al., 1993, Hassan, et al.,
2002).

El uso de anticuerpos completos como agentes terapéuticos o de inmunodeteccion
tiene aplicaciones limitadas debido a su alto costo y sus caracteristicas de
estabilidad, es por eso que hoy dia se prefieren moléculas con la especificidad de
la interaccion antigeno-anticuerpo pero que no tenga una base de inmunoglobulina
completa. Para cubrir estos requisitos se seleccionan y se emplean péptidos o
fragmentos de anticuerpos (con los sitios de union al antigeno) expresados en
fagos mediante una tecnologia llamada despliegue en fagos (Manoutcharian, et
al., 2001).

2.7 Despliegue en fago (Phage Display)

La tecnologia de despliegue en fago (Phage Display) fue desarrollada por primera
vez en el bacteriéfago M13 por el Dr. James D. Smith en 1985. Esta técnica
describe la expresion de un péptido o proteina genéticamente fusionada a la capa
proteica del bacteriéfago, resultando en el despliegue de wuna proteina
recombinante sobre la superficie del fago. Esta técnica principalmente tiene dos
aplicaciones, el uso de bibliotecas de péptidos y de bibliotecas de anticuerpos

(Jacobsson, et al.,, 2001). La tecnologia de despliegue en fago, utiliza
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bacteriéfagos filamentosos como M13, f1 y fd, que son virus no liticos filiformes

que infectan bacterias mediante el pilus F’.

El fago filamentoso mas usado es M13, este es especifico de Escherichia coli, de
aproximadamente 6.5 nm de diametro y una longitud de 900 nm. La particula viral
consiste en un nucleo de ADN de cadena sencilla rodeada por una envoltura de 5
diferentes proteinas. La mas abundante es la proteina 8 (pVIll) de
aproximadamente 2700 copias, 5 copias de las proteinas 7 y 9 que forman un
extremo de la particula viral mientras que otras 5 copias de las proteinas 3 (plll) y
6 constituyen el extremo opuesto (Manoutcharian, et al., 2001, Sidhu, 2001).
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Figura 2. Estructura del fago filamentoso con sus principales proteinas de la capside.

El sistema de despliegue en fago esta generalmente basado en la fusion de la
proteina de interés en la region N-terminal de las proteinas plll y pVIII de la
cubierta del fago. Esta tecnologia emplea en general seis sistemas de expresion.
En el sistema que empleamos, se utiliza un plasmido llamado fagémido donde se
inserta el ADN de interés como fusion al gene plll o pVIll, posteriormente se
transforma a E. coli y se infectan éstas con fagos ayudadores “helper” que tienen

todos los genes del fago nativo incluyendo plll o pVIIl. Finalmente, el fago contiene
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tanto las proteinas nativas como recombinantes (con el inserto de interés) de
plll/pVIIl y se obtienen fagos de los tipos 3+3 o 8+8.

De manera general, los sistemas de expresion de tipo 3 toleran péptidos vy
proteinas de gran tamano mientras que los de tipo 8 solo expresan péptidos de
menor tamano. En tanto que los sistemas 8+8/88 soportan la expresion de
proteinas mas grandes generando fagos hibridos en lugar de fagos recombinantes
Sidhu, 2001).

La generacion de fragmentos de anticuerpos expresados en el fago en forma de
de Fab y scFv se convirtié rapidamente en una importante parte de la tecnologia
de despliegue en fago. A pesar de que el scFv y los fragmentos Fab proveen una
efectiva y rapida interaccion in vivo con antigenos, son capaces de tener una
mejor penetracion a varios tejidos en el cuerpo comparado con el anticuerpo
intacto, estos fragmentos de anticuerpos monovalentes son rapidamente
eliminados de la sangre debido a su pequefio tamano (Manoutcharian, et al.,
2001).
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3. JUSTIFICACION

En el laboratorio, se han seleccionado y caracterizado dos nuevos anticuerpos
scFv anti-BA fusionados a la proteina plll del fago M13, de una biblioteca humana
no inmune de fragmentos de scFv. La clona mas reactiva (clona b4.4) se
caracteriz6 mediante ensayos de ELISA y de neuroproteccién in vitro con el

pe ptido BA1 -42.

Se disefio un péptido con la secuencia del CDR3 de la cadena pesada de esta
clona y se observdé que exhibe el mismo patrén de reconocimiento del scFv
original. Esto nos sugiere que también péptidos basados en las secuencias de
CDRS3 o del fragmento V4 pueden ser potenciales candidatos para una terapia
basada en pequefias moléculas para la EA (Manoutcharian, et al., 2004). Ademas,
el fragmento Vy presenta una alta especificidad, correcto plegamiento y es una
molécula monomérica estable. Las caracteristicas de estas moléculas las hacen
atractivas para el uso clinico, industrial y de investigacion, asi como un paso hacia
la mejora en el disefio de moléculas pequefias que se basan en las regiones
hipervariables de los anticuerpos (Reiter, et al, 1999). Por esta razén se decidi6
expresar el fragmento Vy de la clona b4.4 en el fago M13 en alto numero de

copias para probar la reactividad hacia el péptido BA1.42.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general
Expresar la regién variable de la cadena pesada de un scFv anti-B Amiloide en la

superficie del fago filamentoso M13 en alto numero de copias, y evaluar la union

de este fragmento con el péptido B-Amiloide 1.42.

Objetivos particulares

e Expresar la region variable de la cadena pesada de un scFv de la clona 4.4
anti-BAmiloide en la proteina pVIII del fago filamentoso M13.

e Caracterizar esta construcciéon mediante PCR y secuenciacion de ADN.

e Evaluar el reconocimiento de las clonas seleccionadas hacia el péptido BA;.

42, CON ensayos inmunoldgicos.
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5. METODOLOGIA

5.1 Clonacion

5.1.1 Preparacién del vector pG8SAET

Digestion del vector (0 G8SAET)

Se colocaron 2 ug del vector, 10 U de la enzima Nco |, buffer 2 [10x] (New
England Biolabs, USA) y H,O, obteniendo un volumen final de 20 uL. Esto se
incub6é a 37°C durante 1 h. Se realizé un analisis electroforético en un gel de
agarosa al 0.8% en buffer TBE 1x, el cual se tii6 en bromuro de etidio y se
observo en un transiluminador por excitacion con luz UV. Se emple6é como control

el mismo vector diluido 1:10.

Posteriormente a la digestion y verificacion anterior se adicioné 20 U de la enzima
Hind IlII, buffer 2 [10x] (New England Biolabs, USA) y H,O, obteniendo un volumen
final de 30 pL. Esto se incubd durante 1 h a 37°C. Nuevamente se realizé un
analisis electroforético en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 1x, tefiido en
bromuro de etidio y observado en el transiluiminador de luz UV. Esto fue para
comprobar que la digestion fue completa y el vector se encontraba lineal,

observando una sola banda en el carril del vector.

Purificacion del vector

El ADN del vector se purifico utilizando el kit de Rapid PCR Purification System
(Marligen, USA). De acuerdo a la especificacion del fabricante brevemente se
mencionan los siguientes pasos. Al vector digerido se le agregd la solucion de
unién y se mezclé bien. Esta solucion se colocd dentro de un cartucho y se
centrifug6 descartando el sobrenadante. Al cartucho se le agrego buffer de lavado,

se centrifugd y descarto el sobrenadante. Se colocé el cartucho en un tubo de 1.5
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mL, se le agregd buffer TE caliente e incub6 a temperatura ambiente. Finalmente

se centrifugd obteniendo el vector purificado.

Cuantificacion del ADN de vector digerido

Se prepar6 un gel de agarosa al 0.8%, donde se cargd 2 uL de un marcador de
peso molecular de 100 bp ladre (Invitrogen, USA), 1 uL de colorante y 1 uL de
H,0O. Ademas se cargd 1 uL del vector digerido, 1 uL de colorante y 2 uL de H,0,
aplicando una diferencia de potencial de 100 V durante aproximadamente 40

minutos y posteriormente se tifid con bromuro de etidio (1 ug/1 L de H20).

5.1.2 Obtencién del fragmento Vy de la clona 4.4

PCR del fragmento de Vy

Se realizd un cocktail donde se agregd 4 uL de ADN de la clona b4.4 [1ng/uL], 20
uL de buffer taq polimerasa 10x, 6 uL MgCl, [50 mM], 1 uL Taqg polimerasa [5
U/uL] (Altaenzyme), 4 uL dNTP’s [10 mM] y adicionalmente 156 uL de H;O. A
cada reaccion se agreg6 1 ulL del oligonucleétido 5PHE y 1 uL de 3LINK, ambos a
25 pmol/uL, y 23 uL del cocktail. Se usé como control el mismo templado pero los

oligonucledtidos que se emplearon fueron 5PHE y 3PHE.

3PHE (5"'TATGATACGAAGGATCCAAAGATCTCTATGCGGCCCCATTCAGATC 3")
TM =74.43°C

SPHE (5'CTTATCGGTGAATTCTACCTATCTCGCGGCCCAGCCGGCCATGG3I)
TM=78.61°C

3LINK (6 TTCTTAGATCGTCGACAAGCTTCGATCCGCCACCGCCAGAGCCACC
TCCGCCT 3") TM = 80.58 °C

Se colocaron las reacciones en el termociclador Gene Cycler (BIO-RAD, USA)

donde el programa consistia en: 1 minuto a 94°C, 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1

19



minuto a 65°C, 1 minuto a 70°C, y 3 ciclos de 3-5 minutos a 72°C. Este PCR se

purificd usando el mismo método que en el vector.

Digestion del ADN de PCR del fragmento de Vi

Del ADN de PCR purificado, se digirio con 20 U de la enzima Ncol, en buffer K
10x, BSA 0.1% (Amersham Pharmacia Biotech, USA) y H,O, en un volumen final
de 70 uL. Se incubo durante 1 hora a 37°C. Después se adicion6é 40 U de la
enzima Hind Il (New England Biolabs, USA) y nuevamente se incubd durante 1
hora a 37°C.

Purificacion del fragmento Vy digerido

El ADN del fragmento Vy digerido se purificé utilizando el kit de Rapid Gel
Extraction System (Marligen, USA). De acuerdo a la especificacion del fabricante

brevemente se mencionan los siguientes pasos.

Se preparé un gel de agarosa al 1.5% con buffer TBE 1x, en donde se cargo toda
la digestion (80 ulL). Se corté el area del gel que contenia el fragmento de Vy y se
peso la rebanada de gel. Se agregd buffer de solubilizacion de gel, se mezcl6 e
incubo a 50°C. Se colocd un cartucho dentro de un tubo de lavado y se agrego la
mezcla anterior. Esto se centrifugé y descartdé el sobrenadante. Al cartucho
nuevamente se le agregoé buffer de solubilizacion del gel e incub6 a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugd y descartd el sobrenadante. Nuevamente
se centrifugd y se descartd el sobrenadante, una vez se centrifugd por 1 minuto.

Por ultimo el cartucho se colocé en un tubo de 1.5 mL, se agregé buffer TE

caliente e incubd a temperatura ambiente; se centrifugd obteniendo el ADN del

fragmento Vy digerido y purificado.
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Cuantificacion de la digestion purificada

Se prepar6 un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1x, donde se cargaron 2 ulL
de marcador de peso molecular de 50 ng Vu/uL (Invitrogen, USA), 1 uL de
colorante y 5 uL de H,O. Para la digestion purificada se pusieron 5 uL de esta, 1
uL de colorante y 2 uL de H,O aplicando una diferencia de potencial de 100 V
durante aproximadamente 40 minutos, posteriormente se tifio con bromuro de

etidio (1 ug/1 L H20) y se observo en un transiluminador de luz UV.

5.1.3 Ligacion

e Ligacion del vector y del fragmento Vi

Se ligd ADN del fragmento Vy [10 ng/uL] y ADN del vector pG8SAET [30 ng/uL] en
una relacion de radio molar de 3:1 (fragmento Vu: vector), en 1 uL de la enzima
T4 DNA ligasa [1 U/uL], 1.5 buffer de T4 DNA ligasa 10x (Roche, USA) y 6.5 uL de
H.0O

e Ligacion del vector
Se colocd la misma proporcion del ADN del vector usado en la ligacién con el
inserto, al igual que el buffer de ligasa y la enzima T4 DNA ligasa (Roche, USA)
para tener las mismas concentraciones en ambos casos.
Se incubaron durante 4 hrs a temperatura ambiente.

5.1.4 Transformacion y seleccion de las clonas positivas

Para la transformacién se emplearon 5 tubos de 15 mL, en el tubo 1 se colocaron
4 uL de la ligacion del vector con el fragmento de Vy y 6 uL de H>O, en el tubo 2

se colocaron 4 uL de la ligacién del vector y 6 uL de H,O, en el tubo 3 se coloco
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2.7 uL del vector lineal (digerido y purificado) y 7.3 uL de H»O. La cantidad de ADN
en estos tubos fue de 8 ng. En el tubo 4 se agregé 1 u L ADN control comercial
(PUC 19 [1 ng/uL]) y 9 uL de H20. En el tubo 5, 10 uL de H,O.

A cada tubo se le agregd 100 uL de células competentes obtenidas por el método
quimico (Hanahan, 1985), estos tubos se pusieron en hielo durante 30 minutos, 90
segundos en un bafo a 42°C y luego de 3-5 minutos en hielo. Posteriormente se
adiciono a cada tubo medio SOC a un volumen de 1 mL, estos tubos se incubaron
a 37°C durante 40 minutos. Finalmente sé plaquearon los siguientes volumenes

en cajas petri con medio LB con carbenicilina [50 pg/uL]:

Tubo 1 (ligacién del inserto y el vector): 200 uL/caja y 500 ulL/caja
Tubo 2 (ligacién del vector): 500 ulL/caja

Tubo 3 (vector lineal): 500 ulL/caja

Tubo 4 (ADN control): 200 pL/caja y 100 plL/caja

Tubo 5 (Control negativo): 200 ulL/caja y 200 ulL/caja con LB y top agar.

Estas cajas se incubaron a 37° C toda la noche.

Preparacion de Células competentes por el método quimico (Hanahan, 1985)

Previamente se crecieron células de Escherichia coli de la cepa TG1 en 10 mL de
medio YT 2x, toda la noche a 37°C en agitacién (250 rpm). Se diluyé el cultivo de
toda la noche (1:100) en medio YT 2x y se incub6 a 37°C hasta que la densidad
optica fue de 0.5-0.7 (alrededor de 2 horas). Posteriormente se incubd en hielo por
10 minutos y se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Después se
resuspendieron las células suavemente en 30 mL de TFB-I frio (30 mL/100 mL
cultivo) y se incubaron en hielo por 30 minutos. Se centrifugaron las células
resuspendidas a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Nuevamente se resuspendi6
el pellet de células en 4 mL de TFB-Il. Finalmente se hacen alicuotas de 200 uL de
estas células competentes, colocandolas en hielo seco con etanol. Se guardan a
-70°C.
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5.2 Caracterizacion de la clona

PCR de colonia

Para realizar las reacciones de PCR de colonia es necesario obtener el ADN de
dichas colonias, a continuacidon se menciona el procedimiento. Se tomaron 6
colonias al azar de las cajas del inserto con el vector. Con un palillo de madera
estéril se tomd una asada de una de las colonias seleccionadas y se sembré por
estria recta en una caja con medio LB y carbenicilina [50 pg/uL], esta misma
asada se resuspende en 20 puL de H,O, después se agité en vortex, se centrifugd
para bajar lo que quedo en las paredes y se calenté durante 5 minutos en el
termoblock a 90°C. Posteriormente los tubos se centrifugaron a maxima velocidad
y colocaron en hielo. Este proceso se realizd con las otras 5 colonias

seleccionadas.

Se tomaron 5 uL del sobrenadante de cada tubo los cuales se utilizaron como
templado para la reaccion de PCR. A cada tubo se le agregd un 1 uL del
oligonucledtido F8 (5°"GACAATGACAACAACCATCATCGCCCACGCATA 3") TM =
68.1°C, 1 uL de 5YSAET (5" GGAAAAACATTTATTCAATTCGTAAACTAG 3') [25
pmol/uL] y 18 uL del cocktail (Buffer 10x Taq polimerasa, MgCl, [50 mM], enzima
Taq polimerasa [5 U/uL] de Altaenzyme, dNTP’s [10 mM] y H,O). Para el control
se colocaron 1 uL de ADN de la clona 4.4 [1 ng/uL], 1 uL de 3PHE y 1 uL de SPHE
[25 pmol/uL], 22 ulL del cocktail.

Se colocaron las reacciones en el termociclador Gene Cycler (BIO-RAD, USA)
donde el programa consistia en: 1 minuto a 94°C, 25 ciclos de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos 70°C. Posteriormente se realizd6 un
analisis electroforético en un gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE 1x empleando
un marcador de peso molecular de 100 pb (Leader, Invitrogen, USA). Se corri6é a
100 V durante aproximadamente por 45 minutos, posteriormente se tind en

bromuro de etidio.
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5.2.1 Rescate y purificacion de fagos

En tubos conicos de 50 mL, se crecieron células de 2 colonias seleccionadas al
azar que presentaban el tamano esperado del inserto, en 6 mL de YT 2x con
carbenicilina [50 pg/uL] a 37°C en agitacion (250 rpm) hasta obtener una densidad
optica de 0.7 - 1. Parte de este cultivo se guardo con glicerol (30%) y se almacend
a-70°C.

A continuacion, a 2.5 mL del cultivo se le agrego fago helper M13KO7 (Invitrogen,
USA), que tiene un titulo de 1x10'"" fagos/mL, con un MOI = 10 (Multiplicidad de
infeccion). Se incubo6 a 37°C durante 30 minutos sin agitacion. Posteriormente se
incub6 a 37°C durante 30 minutos en agitacion (250 rpm). Este cultivo se llevo a
un matraz de 100 mL con 50 mL de medio YT 2x, adicionalmente con carbenicilina
y kanamicina, ambos a una concentracién final de 50 ug/mL, dejando crecer este

cultivo toda la noche a 30°C en agitacion (250 rpm) por minimo 16 hrs.

Después de la incubacion se coloco el cultivo en tubos de policarbonato para
centrifugar a 6000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y
se precipitd con una quinta parte del volumen con PEG/NaCI frio incubando en
hielo durante 2 hrs como minimo. Posteriormente se centrifugé a 10000 g durante
10 minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante y el boton se resuspendié en 1 mL
de TBS. Esto se colocé en un tubo de 2 mL al cual se le agregd nuevamente una
quinta parte del volumen con PEG/NaCl, se mezclé e incubd en hielo por 1 hora.
Después se centrifugd a 14000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el boton en 200 uL de TBS, nuevamente se
centrifugo a 6000 rpm durante 1 minuto. Se juntaron los volumenes obtenidos de
la misma clona en un tubo de 1.5 mL y se refrigeraron a 4°C.
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Titulacion de fagos

Se realizaron 4 diluciones seriadas de los fagos obtenidos (1:1000 y la ultima en
1:10). De las dos ultimas diluciones se tomaron 30 uL y se pusieron a incubar con
200 pL de células de E. coli de la cepa TG1 previamente crecidas en medio YT 2x

(DOgoo ~0.5), durante 45 minutos a 37°C sin agitacion.

Posteriormente se tomaron todas las células infectadas de cada dilucion (230 plL)
y se plaquearon en una caja petri con medio LB con carbenicilina [50 pg/uL], se
realizd lo mismo con 200 pL de células control. En 3 mL de Top agar fundido se
agregaron los 200 uL de células restantes, esto se colocé sobre medio LB.
Posteriormente se incubaron las cajas a 37°C toda la noche. Finalmente se

contaron las colonias obtenidas y se calculo el titulo.

5.2.2 Secuenciacion del ADN de cadena sencilla de los fagos

e Extraccion de la cadena sencilla

Se tomaron 30 puL de fago y se le agregd 250 uL de buffer de yoduros, se mezclé.
Después se agregd 2 "2 volumenes de etanol absoluto, se mezclé e incubo a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego se centrifugd durante 10 minutos
a 13000 rpm descartando el sobrenadante. Se lavé con 200 puL de etanol al 70%
frio, se centrifugd 2 minutos a 13000 rpm y se descarté el sobrenadante.
Nuevamente se centrifugd por 10 segundos para quitar el exceso de etanol.
Finalmente se dej6 secar a temperatura ambiente 1 minuto y se resuspendio en 30
uL de H,O estéril.
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e Secuenciacion

El método de secuenciacidn que se siguio, de terminacidén de la cadena de ADN,
es el reportado por Sanger y colaboradores en 1977.

Previamente se etiquetaron 4 tubos con las letras “A”, “C”, “G” y “T”, donde se
colocaron 2.5 uL de ddGTP en el tubo “G”, de igual forma con ddATP, ddTTP y
ddCTP para cada letra correspondiente. Posteriormente se realizaron los

siguientes tres pasos:

a) Annealing:12.5 uL ADN ss (0.5-3 ug de ADN)
1.5 uL primer F8 [25 ng/uL]
__ 2 plL plasmid buffer
15 uL

Se calento esta mezcla a 37°C durante 10 minutos y posteriormente se coloco en

hielo por otros 10 minutos.

A esta mezcla se le agrego¢ lo siguiente:
b) Labeling: 1 uLDTT (dithiotritol) [0.1 M]
3 ulL dilucién del labeling mix (1x)
0.8 ulL [0°S] dATP (5 uCi)
_ 2yl enzima T7 secuenasa [13 U/uL]
21.8 uL

Esto se mezcld evitando formar burbujas e incubé a temperatura ambiente por 5

minutos.

¢) Terminacion:
Previamente se calentaron los tubos de cada letra a 37°C, a cada tubo se

agregaron 4.5 uL de la reaccion de labeling, se mezclé y continuo con la
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incubacion a 37°C por 5 minutos. Posteriormente se agregé a cada tubo 4 ulL de

stop solution 2x y mezclo perfectamente.

Estos tubos, se calentaron a 75°C durante 3 minutos e inmediatamente se
cargaron 7 uL de cada “terminador” en un gel poliacrilamida con buffer TBE 1x
(previamente montado en la camara de electroforesis). La diferencia de potencial

que se aplicé fue de 1500 Volts durante aproximadamente 5 hrs.

Posteriormente el gel se pas6 a un papel filtro y colocd en una camara de secado
de geles (BIO-RAD, USA) durante 1 hr a 80°C. Después se puso dentro de un
casete de revelado con una placa de 35 x 45 cm (X-OMAT LS, Kodak, UK) y se
dejo exponiéndose durante una semana. Finalmente se reveld esta placa con

solucion fijadora y reveladora (Kodak, UK).
5.2.3 Ensayos inmunoenzimaticos
ELISA

Con el fin de evaluar el reconocimiento del fragmento Vy hacia el péptido BA142,

se llevaron a cabo ensayos de ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay).

Inicialmente se sensibilizé la placa de ELISA Nunc Maxisorp con los fagos, se us6
el fago M13 como control negativo, la clona C2.8 como control positivo y la clona a
evaluar C3. De cada fago se colocd 10' fagos en 100 uL/pozo en PBS 1x y la

placa se sensibilizé toda la noche a 4°C.

Al dia siguiente se retiraron los fagos, se lavo la placa 4 veces con PBS-Tween
0.2% y se bloqued con 200 ulL/pozo de PBS-leche descremada 2% durante 1 hr a
temperatura ambiente. Se volvio a lavar la placa 4 veces con PBS-Tween 0.2%,
enseguida se agrego 100 uL/pozo de una solucion del péptido BA+.42 biotinilado [2

ug/mL] y el APi.4¢ biotinilado como control negativo en igual cantidad y
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concentracion. Posteriormente se incubo durante 1 hr a 37°C y 1 hr a temperatura
ambiente. Nuevamente se lavd con PBS-Tween 0.2% y se le agrego
Estreptavidina-HRP (Zymed, USA) [1:5000] en PBS-BSA 1% Tween 0.1% con 100

uL/pozo y se incubo durante 30 minutos a 37°C.

Finalmente se lavé con PBS-Tween 0.2% y se agregd 100 pl/pozo del sustrato
ABTS (2,2-azino-bis/3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic acid). Se leyé la densidad
optica (DO) de la reaccion en un lector de placas de ELISA (DYNEX Technologies)
a una longitud de onda de 405 nm.

Electroforesis e Inmunoblot

Los fagos fueron analizados por electroforesis SDS-PAGE en un gel de
poliacrilamida de 1.0 mm (85 x 75 mm) en gradiente de 4% al 12% (NuPAGE,
Invitrogen, USA) en buffer MES, segun instrucciones del fabricante. Se utilizd un
marcador de peso molecular para proteinas (Multimark, multi-colored, invitrogen,
USA). En cada carril se cargo 10" particulas de cada uno de los fagos: M13, la
clona C3 y la clona b4.4. Las muestras se hirvieron durante 3 minutos en buffer de
carga. Se corrieron 16 uL de cada muestras en el gel por duplicado a 200 volts

durante aproximadamente 55 minutos.

Posteriormente el gel se cortd en dos partes, donde a la primera parte se realizd
una tincién con plata y la segunda parte del gel se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa (Inmunoblot). Para la transferencia, el gel se equilibré en buffer de
transferencia durante 30 minutos a temperatura ambiente. La transferencia se
llevé a cabo en una camara semi-seca (Bio Rad, USA) utilizando filtros extra thick
blot paper Criterion size (Bio Rad, USA), una membrana Hybond-C (Amersham

Bioscience, UK) y se corrié a 25 volts durante 40 minutos.
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e Tincién de plata

Se coloco el gel por 1 hr en solucién fijadora en agitacion a temperatura ambiente.
Se lavo el gel 3 veces en solucidn de lavado durante 20 minutos en cada ocasion.
Después se incub6 el gel durante 1 minuto en solucién de pre-tratamiento,
cubriendo de la luz durante la incubacion. Se lavé con H,O durante 20 segundos,
esto se repitid 3 veces. Después se incubd en solucion de plata durante 1 hr en
agitacion a temperatura ambiente, nuevamente se lavo el gel 2 veces con H,O por
20 segundos. Se incubd en solucion reveladora hasta que las bandas se aprecian
claras. Posteriormente se lavé con H,O milliQ 2 veces, la primera ocasion se
enjuago y la segunda ocasion durante 1 minuto. Finalmente se incubd en solucion
de paro durante 10 minutos. El gel se coloco en una camara de secado (BIO-RAD,
USA) durante 40 minutos a 80°C.

e [nmunoblot

La membrana transferida se incubé en PBS durante 20 minutos en agitacién a
temperatura ambiente. La membrana se bloqued con PBS-leche descremada 2%
durante 1 hr en agitacién a temperatura ambiente. Se retir6 la solucion de bloqueo
y se lavd 3 veces con PBS-Tween 0.2% durante 5 minutos cada lavado.
Posteriormente se agrego el péptido BA1.42 biotinilado [5 png/mL] en PBS-BSA 1%
Tween 0.1% y se dejé incubando durante 2 hrs a temperatura ambiente en
agitacion. Se lavo 3 veces con PBS-Tween 0.2% y se agrego estreptavidina-HRP
(Zymed, USA) [1:2500] diluida en PBS-BSA 1% Tween 0.1% durante 1 hr en
agitacion a temperatura ambiente. Nuevamente se lavo 3 veces con PBS-Tween
0.2%. Finalmente para revelar se agregd el sustrato (solucion de
diaminobenzidina) durante aproximadamente 15 minutos en agitacion a

temperatura ambiente. Esta reaccion se detuvo con agua corriente.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacion y seleccién de las clonas que presentan el tamafo del

fragmento V4 expresado en la superficie del fago M13

A partir de las cajas en donde se sembraron las células transformadas con la
mezcla de la ligacién, se seleccionaron 6 colonias para verificar que el inserto
estuviera presente. Para esto se les realizo un analisis de PCR usando los
oligonucledtidos F8 y 5YSAET para amplificar el ADN del vector y ver la diferencia
de tamano en la construccion con respecto al control (b4.4).

Se identificaron las clonas que presentaban el tamafo esperado del inserto. El
tamano del fragmento Vy es de aproximadamente 340 pb, adicionando los
oligonucledtidos de la region del vector amplificado (310 pb), por lo que se
esperaba que el tamano de la region amplificada fuera de aproximadamente 650
pb. En la figura 3, las bandas de los carriles 1 al 6 (clonas seleccionadas) se
localizan a la altura de la banda de 700 pb, lo cual es aproximado al peso
molecular esperado. En el control se utilizé el ADN de la clona b4.4, la cual es el

scFv de la clona original, que presenta un tamano de 800 bp.

PM 1 2 3 4 5 6 b4.4

Figura 3. Analisis de PCR del ADN aislado de las clonas positivas, las bandas de los
carriles 1 al 6 (clonas seleccionadas) se localizan a la altura de la banda de 700 pb, en
contraste con el control que presenta un peso molecular de aproximadamente 800 pb.
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6.2 Analisis del fragmento V4 revela la conservacion de la secuencia original

Para continuar con la caracterizacién de la construccion, se analizé la secuencia
nucleotidica del inserto. Esta se alineé con la secuencia de la clona b4.4
expresado en bajo numero de copias (Manoutcharian, 2004), se comprobé que la
clona (C3) no presentaba cambios en la secuencia nucleotidica del fragmento Vi y
que se encontraba dentro del marco de lectura con el gen gVIIlI que codifica para

la proteina de fusion pVIII.

6.3 Reconocimiento del fragmento V4 hacia el péptido BA1.42

Para evaluar el reconocimiento de la construccion hacia el péptido BA+.42, se llevd
a cabo un ensayo de ELISA, donde se utiliz6 como control negativo el fago
silvestre M13 y como control positivo la clona C2.8. La clona C2.8 se obtuvo, en el
laboratorio, de una biblioteca de Vy construida a partir de células de bazo de ratén
inmunizado contra el péptido BA+142 Y que ademas esta expresada en alto numero
de copias. Esta (C2.8) fue una de tres clonas que presenté mayor reactividad

hacia el BA1.42.

Para evaluar las diferencias de reconocimiento entre la clona C3 y los controles,
se realiz6é un analisis estadistico de ANOVA “post hoc” de Turbey. En la grafica se
observa que la clona C3 reconoce mas al péptido BA142 con respecto al control
negativo (fago M13) e incluso mas que el control positivo que fue la clona C2.8,

que es otro fragmento V4 fusionado a la proteina pVIII.
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Grafica 1. ELISA con fago fijo en placa. Se evalud la clona C3, el fago M13 como el
control negativo y la clona C2.8 como control positivo. Esto muestra que la clona C3
reconoce al BA 1.4 biotinilado, mientras que no reconoce al BA1.15 biotinilado.

En estudios previos, se observd que la clona b4.4 reconoce al péptido BA1.2s, l0
que indicaba que este scFv de anticuerpo reconoce un epitope dentro de los
primeros 28 aminoacidos del BA1.42 (Manoutcharian, 2004). Aunque no se evalud
el reconocimiento de la clona C3 por fragmentos del BA, en la clona a caracterizar
(C3) se probd la union con el péptido BA1.16. Se observé que dicha clona no
reconocio a éste fragmento del BA. Esto nos hace suponer que, de igual forma que

el scFv original, reconoce un epitope posterior a los primeros 16 aminoacidos.

Esta caracteristica es importante debido a que se ha observado que al administrar
anticuerpos monoclonales dirigidos a la region amino-terminal del péptido BA en
ratones APP23 transgénicos, se presentaron efectos tales como microhemorragias
(Pfeifer, et al., 2002). Adicionalmente, el uso de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos que tengan como blanco un epitope de la region media a la carboxilo-
terminal del BA, tiene un alto potencial en estrategias de vacunacion, debido a que

se ha visto que las especies del péptido BA truncadas en la region amino-terminal
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participan en la formacion de fibrillas y exhiben una significativa actividad
neurotoxica. (Pike, et al., 1995, Teplow, 1999)

6.3 La expresién del fragmento Vy en el fago M13 en alto niumero de copias

confirmada por Inmunoblot y Tincion de Plata

Del analisis electroforético, una parte del gel se tiid con Plata y a la otra parte se
realizé un inmunoblot. Los fagos que se usaron fueron el fago M13 y la clona b4 .4,
donde scFv esta fusionado con plll. El tamafo aproximado de la proteina
recombinante es de 19 KDa, debido a que el peso molecular del fragmento Vy es
de 13 kDa y el de la proteina pVIll es de 5.5 kDa.

(Kba) PM M13 b44 C3 (KDa) PM M13 b4.4 C3

52
31
31
17/19 17119
6
8
3
3
A B

Figura 4. A) Tincion de plata en gel acrilamida (4%-12%), no se aprecia diferencia entre
las bandas de proteinas de la clona C3 y los controles. B) Inmunoblot en membrana de
nitrocelulosa, se observa una banda en el carril de C3 (linea 4), la cual expresa el
fragmento V4 en la proteina pVIII.
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En el caso de la tincion de Plata no se puede apreciar la banda de la proteina
recombinante probablemente porque la expresion de ésta es baja, debido que la
cantidad de proteina recombinante que se expresa es menor al 10% en proporcion
a la cantidad total de pVIll silvestre en el fago, 50-200 copias de pVll
recombinante por particula fagica (Barbas, et al., 2001), y se requiere de un
meétodo de identificacion de proteinas mas sensible. Adicionalmente, las proteinas
pVIll suelen ser inestables debido a la fusién de un inserto mayor a 100 residuos,
esto disminuye la cantidad de proteina desplegada. La sobre-expresion de la
proteina en el fago puede llegar a ser toxico para la bacteria, generando asi fagos
inestables. (Sidhu, 2000)

Por otro lado en el inmunoblot se llevdé a cabo una reacciéon especifica con el
complejo de estreptavidina — biotina (péptido biotinilado), ya que éste se unio al
fragmento Vy. En el carril de la clona C3, se observa una unica banda con un peso
molecular entre 17-19 KDa, esta informacién nos indica que aunque la cantidad de

proteina recombinante sea baja, se esta expresando ésta.

Se sabe que los scFv anti-péptido BA142 son biomoléculas de gran interés en el
desarrollo de nuevos terapéuticos para combatir la EA debido a que pueden actuar
extracelularmente pero también intracelularmente como intracuerpos. En estudios
anteriores, se comparé la unién de fragmentos de anticuerpo scFv y dominios Vy
especificos para melanoma, sugiriendo que la biblioteca de Vy puede ser una
fuente importante de clonas especificas dirigidas a tumores. Adicionalmente se ha
caracterizado bioquimicamente y biofisicamente la proteina Vy, revelando que
este dominio Vy presenta una alta afinidad sin la presencia del dominio V|,
ademas de mostrar una buena estabilidad monomérica (Cai, et al., 1997, Reiter, et
al., 1999). Con la tecnologia de despliegue en fago, usar un fragmento Vy que
reconoce al péptido BAi142 puede ser de gran interés terapéutico contra la

Enfermedad de Alzheimer.
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7. CONCLUSIONES

i. En el presente estudio, se expreso la regidn variable de la cadena pesada
de una inmunoglobulina (fragmento de Vy) como fusién a la proteina pVIlI
del fago M13, obteniendo asi, una clona que expresa dicho fragmento en

alto numero de copias.

ii. Se demostro que el fragmento Vi de un anticuerpo que reconoce al péptido

BA+.42, mantiene la capacidad de unién del scFv original.

8. PERSPECTIVAS

Como perspectiva sera evaluar la union de esta clona con otros fragmentos del
péptido BA en ensayos inmunoenzimaticos (ELISA), asi como la capacidad
neuroprotectora de esta clona in vitro y en ratones. Debido a que esta clona
expresa Vy en alto niumero de copias, se espera que la capacidad de impedir la
agregacion del péptido BA sea de igual o mayor efecto neuroprotector que
presenta la clona b4.4. Ademas, éste fragmento de anticuerpo expresado en
fago, podria ser de interés para uso terapéutico mediante inmunizacién pasiva

en pacientes con la Enfermedad de Alzheimer.
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10. APENDICE

Medios de cultivo y soluciones

Bromuro de Etidio
e Bromuro de Etido 1 pug
[ J HZO 1L

Disolver y almacenar en un recipiente cerrado a temperatura ambiente.

Buffer Salino de Fosfatos PBS 10 x

e NaCl 80¢g
e Na,HPO,4 144¢g
e KH2PO4 244
e KCI 29

e HO 1L

Ajustar el pH a 7.4 con HCl y almacenar.

Gel de agarosa 0.8 %
e Agarosa 08¢
e TBE 1x 100 g

Calentar la mezcla hasta que se funda totalmente la agarosa.

LB (Luria Bertani)

e Bactotriptona 10g
e Extracto de levadura 59
e NaCl 59
e HO 1L

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente



Medio YT 2x

e Bactotriptona 16 g
e Extracto de levadura 10g
e NaCl 59
e HO 1L

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente

Medio SOB
e Triptona 2049
e Extracto de levadura 509
e NaCl 05¢g
e KCI 186 mg

Mezclar la solucion hasta que se disuelva y ajustar el pH a 7.0 con NaOH. Ajustar
el volumen a 1 L. Esterilizar por autoclave. Alternativamente, cuando este frio, se

le agrega 10 mL de MgCl, 1 M estéril.

Medio SOC
e Medio SOB 98 mL
e Mg* 2M 1 mL
e Glucosa 1 mL

Alicuotar y almacenar a temperatura ambiente

PEG/NaCl
e 20% (w/w) polietilenglicol 8000
e 2.5MNaCl

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

TBE (tris-Borate-EDTA) 5x

e Tris-HCI 60.5¢g
e Acido bérico H3BO3 319
e Na;EDTA-2H,0 3.7
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Disolver los ingredientes en 900 mL de H,O purificada, mezclar y aforar a 1L.

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

Tris-buffered saline (TBS)
e 50 mM tris-HCI (pH 7.5)
e 150 mM NaCl

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente.

Top agar
e Bactotriptona 10g
e Extracto de levadura 5 g
e NaCl 59
e MgCl,-6H,0 19
e Agarosa 79
e HO 1L

Esterilizar y almacenar a temperatura ambiente

TFB-I (500 mL)

e C,H3;COOK 0.147 g
e RbCI 0.604 g
e MnCI 0.494 g
e CaCl, 0.074 g

e Glicerol al 15% 75 ¢

Ajustar a pH 5.8 con acido acético y esterilizar por filtracion.

TFB-Il (500 mL)
e MOPS 10 mM 1.04 g

e CaCl, 75 mM 550¢g
e RbCI 10 mM 0.60 g
e Gilicerol 15% 75049

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH vy esterilizar por filtracién.
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Geles de poliacrilamida

Stock de poliacrilamida (30 %)
e Acrilamida 309
e Bis-acrilamida 08¢
e Aforar con H,Oa 100 mL

Disolver y filtrar por 0.45 um, guardar en un frasco ambar y a 4°C.

Persulfato de Amonio al 10 % (PSA)
o (NH4)28208 0.1 g
[} HZO 1 mL

Este reactivo se prepara en el momento de elaborar el gel

Gel de poliacrilamida para secuenciar

e Urea 39.6¢g

e Stock de poliacrilamida 16 mL
e TBE 10x 8 mL
e HO miliQ 26.4 mL

Una vez disuelto lo anterior, se agregan 675 puL de APS (10%) y 25 uL de TEMED.
Se mezcla y se vacia esta solucion rapidamente entre los vidrios de

secuenciacion, para que gelifiqué.

Tincion de plata

Solucidn fijadora (Para una solucién de 60 mL):
e CH30H 50% 30 mL
e CH3;COOH 12% 7.2mL
e HOmIliQ38% 22.8mL
e HCOOH 30 pL
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Solucién de lavado
e CH3CH,OH 30% 40 mL
e H>O milliQ 80 mL

Solucién de pre-tratamiento o de tiosulfato
o N328203.5H20 10 mg

e H>O milliQ 50 mL
Revelador

(] N82CO3 3.6 g

e HCOH 30 uL

[ ] HZO 60 mL

e Sol. de tiosulfato 1.2 mL

Solucién de plata
e AgNO3 (0.54 g/l3 mL)333.3 uL
e HCOH 225 uL
e H,O 30 mL

Solucién de paro

e CH30H 30 mL

e CH3COOH 7.2mL

e H-0O 22.8 mL
Inmunoblot

Buffer de transferencia

Mezclar 1.46g de glicina (39 mM), 2.9 g de Tris base (48 mM), y 0.19 g de SDS
(0.04%), agregar 100 mL de metanol. Llevar a 500 mL con H20 milliQ. No es

necesario ajustar el pH.
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Solucién de diaminobenzidina
e Hz0; 10 pL

e Diaminobenzidina pizca
e H,O 10 mL
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