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Resumen

El objetivo principal de la prescnte tesis es el estudio de las camcterisicas geométricas
genernles det sitio de reconocimiento de las Inmunogfobulinas (Igs). Sc pretende a partir de este estudio
encontrar cicrtas reglas en el mecanismo de reconocimiento molecular mediado por Igs. Lo anterior se
lleva a cabo mediante la utilizacién de técnicas de andlisis de sccuencias y de estructur de proteinas,

El reconocimiento especifico en el sistema inmune es mediado por dos familias de proteinas:
los receptores de céludas-T (Ter's) y las [gs. El sistema inmune es capaz de generar receptores especificos
contra un cnorme nimero de moléculas. En la actualidad existe una explosion sin precedentes en la
cantidad de informacidn tanto en secuencias como eon estructuras de Igs. La utilizacién de csta
informacién mediante esquemas organizados de analisis permite el estudio de las propiedades generales
y particulares del reconocimiento mediado por [gs. Asimismo, gran cantidad de datos funcionales como
son, especificidad, afinidad, especics, etc. estan disponibles. Como parte del trabajo investigacion del
doctorado se implementaron un conjunto de programas de computo que permiten compilar, manejar y
analizar las bases datos de secuencias de [gs. Utilizando esta herramienta se pueden realizar estudios con
una cnorme cantidad de datos que involucra tanto informacién estructural como tuncional. Se presenta
¢ articulo correspondiente donde se reporta el paquete de programas ( VIR) y ¢jemplos de la aplicacién
de ¢l programa al estudio del reconocimiento inmune,

El sitio de unidn al antigeno de las Igs se encuentra formado por seis lazos o "loops"
hipervanables. Estos lazos conectan las hebras beta que forman ¢l andamiaje conservado tipico ded
plegamiento-Ig. El modelo de estructuras candnicas propone que las conformaciones posibles de estos
lazos hipenvariables estan limitadas a un conjunto pequerio de estructuras canénicas, Mediante el modelo
es posible predecir fa estructura que tendrd el lazo a partir sdlo de fa secuencia del dominio vanable de
la Ig. Para las aprox. 50 estnucturas tri-dimensionales de Igs conocidas hasta el momento, este modelo ha
resultado valido en i gmn mayoria. Lo que implica que la vanabilidad estructural de los lazos
hipervariables se encuentra fucrtemente timitada. En los dos anticulos de investigacién que se presentan
en cst tesis, se utiliza el modelo de estructuras candnicas para caractenizar el repertorio estructural de
distintas muestra.; de Igs.

Enel pnmer articulo de investigacion se determina la presencia de estructuras candnicas en
lus secuencias de pseudogencs del domino vanable pesado de Tgs, Ha sido reportado en la literatura que
casi ¢ 50% de los genes de Igs son pseudogenes, por lo que numerosas preguntas se han hecho respecto
del posible papel fincional que estos pseudogenes puedan tener., En este trabajo se encuentra que mas del
7025 de los pscudogenes de Igs presentan estructuras candnicas. Dicho resultado junto con algunos otros
que se presentan en ¢l articulo, permiten eviduar ln posible manera en que los pseudogenes pueden
contribuir a la diversidad del repertorio estructural de las Igs.

En el segundo articulo de investigacién se estudia la base de datos total de secuencias
tuncionales de fgs mediante ¢l modelo de estructuras candnicas. Se propone ¢l concepto de clases de
estructuras canonicas como la combinacion de estructuras candmicas (ue aparecen en los lazos
hipervariables que forman el sitio de union de cada domunio vanable, Modiante este concepto, se
camcteriza la diversdad del repertono estructural presente en la base de datos total de secuencias de fgs.
De las 300 posables clases que pueden existir, se encuentra que solo 10 clases representan el 87%a de las
secuencas analizadas, Asinusmo, se encuentra que 6 de estas clases ticnen preterencia para reconoeer a
ciertos tipos de antigenos (haptenos, proteinas, ete.). Se analizan las estructuras tn-dimensionales de [ys
oon d objetivo de comparar los resultados obtenidos a partir de secuencias con los de las estructuras, Se
observa una fuerte correspondencia entre las clases de estructuras candnicas y la geometria del sitio de
unidn en las estructuras de [gs. Estos resultados permiten proponer que el repertonio estructural de las Igs
s¢ encuentra tiertemente restringido a solo unas cuantas formas. Por otra parte, nos permite proponer
reglas entre la geometria del sitio de unidn (que es determinada por las combranciones estructuris

canonicas) y la tincidn de reconoctmiento de la fg. Se propone un modelo Je reconocimiento molecular
meduwdo por {gs.

g ren



Abstract

The main purpose of the present thesis is the study of the general geometrical charactenstics
of the recognition site of the Immunoglobulins (Igs). Based on this, it is proposed to tound some rules in
the mechanism of molecular recognition mediated by Igs. The above is realized by using techniques of
sequences analysis and protein structure.

The specific recognition that is charactenstic of the immune system is mediated by two tamilies
of specific roceptors: The receptors of T-cells (Tcr's) and the [gs. The immune system has the capacity to
generate specific receptors against most of molecules, Actually, there is an explosion without precedents
in the amount of information available both at sequence and structure level tor Igs. The use by organized
schemes of analysis of this information allows the study of the general and particular properties of the
recognition mediated by [gs. In addition, a great amount of functional data bke: specificity, aflinity,
specie, efc. are available. Due this, as a part of the research work of the doctorate, it was implemented a
set of computational programs that allow to compile, manage and analyze the soquence databases of Igs.
By the use this tool, it 13 possible to realize studies with an enormous amount of data that involve
structural and functional information. In this thesis it is presented an article in which is reported the
program ( VIR) and examples of the application of the program.

The antigen-binding site of [gs is formed by six hypervanable loops. These loops link the beta-
strands that torm the conserved ramework charactenistic of the [g-told. The canonical structure model
propows that the possible conformation that could adopt the hypenvariable loops is restricted to a small
sct of canonical structures. By this model it is possible to predict the structure of a loop based only on the
sequence of the varisble domain of the Ig. For the approx. the 50 three-dimensional structures of Igs
reported now this model has been contirmed in most ot cases. This implies that the structural varability
of the hypervanable loops is strongly restricted. In the two research papers presented in this thesis, itis
used the mode of canonical stnuctures to characterize the structural repertoire of ditferent samples of Igs.

[n the first research article it is determined the presence of canonical structures in the
pscudogene sequences of the vanable domain ot the heavy chains of Igs. It has been reported in the
literature thet 30°4 ot the [g genes are pseudogenes. Therelore, several questions have been formutated
respect the possible functional role that could play the pseudogenes of Igs. [n this study it is tound that
more than 70% of the [g pscudogencs have canonical structures. The above result, together with other
results presented in the article, allows to evaluate the possible manner in which the pseudogenes could
contribute to the diversity ot the structural repertoire of the Igs.

[n the second research article it i3 studied the total database ot functional Igs with the model
ot canonical structures. [t is proposed for this study the concept of canonical structure classes as the
combiration of canonical structures that appear in the hy pervarable loops that form the antigen-binding
site on each vaniable domain. By this concept, it is charactenzed the diversity of the structural repertaire
present in the total database of fgs. Of the 300 possible classes that could extst, itis found that only 10
classes represent the 87% of all the sequences analyzad. Also, is tound  that six of the classes have
preference to recognize certain types of antigens like hapten, protein, cte. Based on this, it is analyzed
the three-dimensional structures of [gs  with the objective v compare the results obtained trom the
sequences with those trom the three-dimensional structures. It is observed a strong comrespondence
between the canomical structure clusses and the geometry ol the binding-site tound in the three-
dimensional structures, These results allow to propose that the structural repertoire ot the Igs is strongly
restricted to only a few geometrical torms. On the other hand, it allows 1o propose a set of rules to relate
the geometry of the binding-site (determined by the combination of canonical structures) and the
recogrution tunction of the 1. A model of the mechanism of inunune recognition mediated by [gs is
proposed.
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1. INTRODUCCION,

El fenémeno de 1a especificidad es una de las cualidades distintivas de los sistemas
biologicos (Breckennidge 1991). Debido a que los seres vivos son esencialmente maquinas
quimicas los procesos de Reconocimiento Molecular (RM) constituyen una parte sustancial
y la base mecanistica de la mayoria de los procesos vitales relacionados con 1a especificidad.
La comprension de los mecanismos que determinan ¢l RM ha sido una de las grandes
incognitas en quimica organica y bioquimica desde que Fisher propusiera el concepto de
reconocimicnto basado en la estereoquimica en 1894 y Ehrlich acomodara la imagen de
Fisher en términos de la inmunologia describiendo la interaccion como ... el antigeno llave
en la cerradura del anticuerpo...” en 1897 (Breckenridge 1991).

Actualmente el estudio del RM constituye una de las ramas de mayor crecimicento
en quimica y bioquimica (L.ehn 1990) y ocupa un papel central en la mayoria de los
estudios y aplicaciones tanto en biologfa, biomedicina y biotecnologia, Su rango de
aplicaciones va desde la biocomputacion (Conrad 19835), diseito de receptores, enzimas y
demas macromoléculas, hasta el avance en la comprension  de la organizacion y
funcionamicnto  de los sistemas inmune, endocrino y nervioso (Suckling 1991,
Breckenridge 1991).

Una de las dreas de mayor importancia en ¢l RM ¢s la especificidad en el
reconocimiento inmune, tanto por sus implicaciones practicas, como por ¢l conocimiento
basico (Tellord y Stimson 1991). El estudio de la interaccion epitopo/paritopo constituye
uno de los modelos de especitictdad mas caracteristicos, debido a la gran versatilidad de
este sistema y  a la amplia dispontbilidad de datos en estructura tridimensional, secuencia,
funcion y gendtica,

Estudios en maltiples modelos de RM en afos recientes, convergen a una vision
¢n la cual el tendmeno de la especificidad entre un ligando y un receptor se encuentra
determinado esencialmente por dos tipos de procesos: i) un ajuste entre superficies
complementanias (Rebek Jr. 1991) que permitan una proximidad en el rango en el cual las

interacciones dibiles son significativas (Burley y Petzko 1988, Friedman y col. 1994), vy ii)
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una distribucion complementaria de las interacciones débiles (puentes de Hidrégeno,
puentes salinos, interacciones polares débiles) que determingn la especificidad y afinidad
(Pauling 1943, Fersht y col. 1985, Rebek Jr. 1991).

Con la caracterizacion de los principales mecanismos genético-moleculares
responsables de la generacion de la diversidad de la respuesta inmune (Toncgawa 1983),
la opinion que prevalecia en la literatura a principios de los 80's era que puestos en marcha
estos procesos de generacion de diversidad, solo es necesario que el azar y el tiempo
suficiente transcurra para lograr generar receptores que reconozean con alta especificidad
y afinidad a un cpitopo dado. Sin embargo, en los ultimos aftos con la disponibilidad de gran
cantidad de secuencias y estructuras de inmunoglobulinas (Igs), se han encontrado
numerosas evidencias que indican la existencia de sesgos y patrones a distintos niveles de
organizacion de la respuesta inmune (Dildrop {984, Ohno y col. 1985, Chothiay col. 1986,
1989, 1992, Padlan 1990, Mian y col. 1991, Vargas-Madrazo y col. 1993, 1994, Lara-
Ochoa y col. 1995). Se considera que estos factores de informacion pre-codificada pueden
¢rmplementar y cficientizar el funcionamiento de los procesos basicos que generan la
diversidad de la respuesta inmune.

A nivel de secuencia en 1977 Kabat y col. reportan la existencia de sitios altamente
conservados (similar al encontrado en las regiones de hebras beta) en las regiones
hipervariables. Estudios posteriores (Ohno y col. 1985, Chothia y Lesk 1987, Padlan 1990,
y Vargas-Madrazo y col. 1993, 1994) han confirmado dichas observaciones. Asimismo se
ha detectado uso preterencial de ciertos aminodcidos tanto en el sitio de reconocimiento en
su conjunto (Padlan 1990, Mian y col. 1991) como en cada una de las posiciones
presumiblemente responsables de la especiticidad (Kabat y col. 1977, Vargas-Madrazo y
col. 1993, 1994, Lara-Ochoa y col. 1993). Desde ¢l punto de vista estructural ha sido
propuesto por Chothia y col. (Chothia y col. 1986, 1989, Chothia y Lesk 1987) que ¢l
namero de contformaciones  ue adopta la cadena principal de los llamados lazos
hipervartables se encuentra tuertemente restringido a solo un pequeno conjunto. Estas

"contormaciones canonicas” se determinan por la presencia de ciertos aminodcidos claves
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en ciertas posiciones (Chothia y Lesk 1987). El modelo de estructuras canonicas ha
resultado enormemente Gtil como base para predecir la estructura de las lazos hjpervariables
(Chothia y col. 1989) de un gran numero de inmunoglobulinas recientemente reportadas
(Padlan 1994). Debido aesto y a la gran cantidad de secuencias disponibles actualmente ¢s
posible emprender estudios generales para tratar de caracterizar la propiedades globales
tanto fisico-quimicas (Padlan 1990, Mian y col. 1991, Vargas-Madrazo y col. 1994) como
geométricas del sitio de union al antigeno (Chothia y col. 1992, Coxy col. 1994, articulos
presentados en la presente tesis),

Este conjunto de evidencias indican la existencia de un cierto grado de estructura
tanto ¢n ¢l mecanismo mismo de reconocimiento molecular como en los factores genéticos,
moleculares y celulares, que forman la base de la respuesta inmune.

En el presente trabajo, utilizando el andlisis de secuencias y estructuras de Igs, bajo
la premisa del modelo de estructuras candnicas se pretende proporcionar mayores
cvidencias que apoyen esta vision de la respucsta inmune. Asimismo se propone un modelo

general del mecanismo de reconocimiento inmune,

2, ANTECEDENTES.

2.1. Enfoque Estructuralista en Biologia e Inmunologia.

Historicamente en ciencia se ha establecido una dicotomia que contrasta al
funcionalismo con ¢l estructuralismo (Judson 1979, Van Regenmortel 1989). En biologia
y en particular en biologia molecular, esta dicotomia es claramente distinguible por el tipo
de técnicas empleadas en el estudio de los procesos bioldgicos (Judson 1979). En gencral,
se distingue a los estudios estructurales como aquetlos que utitizan principios tisicos para
estudiar la estructura del material biologico. Algunos autores identifican la diferencia
tundamental en ¢l hecho de gue el enfoque estructural no considera el componente tiempo,

mientras (ue dste es parte fundamental para el enfoque funcional ( Van Regenmortel 1989),

s I ETAL
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Especificamente ¢n ¢l problema del reconocimiento antigeno-anticuerpo, ¢s un tema de gran
discusion la determinacion de los residuos en la interfase responsables del reconocimicento.
Para varios complejos se encuentra contraposicion entre los resultados obtenidos mediante
estudios estructurales y ﬁincionalcs (Getzoff y col. 1988). Los estudios estructurales
identifican un numero clevado de residuos (entre 15-20) y generalmente ubicados en la
superticie de las moléculas acomplejadas como los responsables del reconocimiento.
Mientras que estudios funcionales identitican solo unas cuantos residuos (entre 3-7) y en
ocasiones lejos de la superticie de interaccion como los responsables del reconocimiento,
Este hecho ejemplifica segin Van Regenmortel (1989) la diferencia en el tipo de
informacion y de las conclusiones a las que puede llegar cada enfoque. En general, desde
el punto de vista det enfoque tuncional, ¢l enfoque estructural, reduce artificialmente la
complejidad del sistema, al proponer solo una descripeion de su estructura, considerando
en el modelo solo algunos componentes del fendmeno estudiado (Van Regenmortel 1 989).
No obstante, por cjemplo en la actualidad en estructura de macromoldeulas ha surgido una
rams (la dindmica molecular) que permite estudiar los aspectos temporales de 1a estructura
de las macromoléeulas. Pudiéramos concluir que en la actualidad la diferencia entre ¢stos
dos enfoques no es tan radical y que en ocasiones se presentan enfoques intermedios
(quizds aun mas fructiferos, pero no muy comunes),
~ Desde un punto de vista mas amplio en el contexto de la fitosotia de la ciencia, ¢l
concepto de estructuralismo implica un enfoque mas general de andlisis y que mas
adelante definiremos. Este enfoque estructuralista en ocasiones se relaciona en la literatura
con lo que anteriormente definimos como entoque estructural en ciencias naturales.

Ll enfoque estructuralista debe considerarse como un enfoque reduccionista, de
naturaleza explicatoria (Thom 1972). El ongen formal de este enfoque cientitico y
filosotico se remonta a los estudios linguisticos de de Saussure y antropologicos de Lévi-
Strauss de tines Jdel siglo XIX y prineipios del XX Este tipo de estudios se han extendido
a otras disciplinas basindose en ciertos coneeptos fundamentales.

A continuacion se detinen los conceptos esenciales del estructuralismo, que dan



una idea clara de lo que esta vision cientitica implica.

Nociéon de sistema. Se define a un ststema real, como un gopjuntQ abierto
conectado de componentes que interactian en un espacio-substrato. El concepto de
espacio-substrato implica las nociones de orden vy jerarquia (Thom 1972).

Estructura. La cstructura de un sistema implica la decomposicion del sistema en
un conjunto de componentes ¢lementalgs (Thom 1972).

En la visién estructuralista, no se trata de explicar la morfologia mediante su
reduccion a clementos obtenidos de otra teoria -supuestamente mas elemental o
fundamental- de la manera como se trata de explicar la biologia mediante la fisica y/o la
quimica, o la sociologia mediante la biologia y/o la psicologia; solamente se trata de mejorac
m_dg;mngm de la mortologia empirica ' '

simetrias profundas, mostrando su unidad tnterna. En este aspecto ¢l estructuralismo ¢s una

teoria modesta, ya que su unico propasito es mejorar la descripcion (Thom 1972),

Por lo tanto, creo que es importante el delimitar las diferencias que entre el
enfoque cstructural en ci:neias naturales y ¢l enfoque general tilosofico del estructuralismo.
El primero (en particular en biologia molecular) se retiere principalmente al analisis de la
estructura fisica y quimica de los sistemas y donde generalmente el componente tiempo no
¢s incluido. El objetivo central de este enfoque es describir y entender los principales rasgos
morfologicos del sistemna, para asi relactonartos con la tuncion del sistema, El enfoque
estructuralista implica una posicion de estudio ¢n términos global ante ¢l proceso natural.
Como detine Thom (1972), ¢s un entoque reduccionista y de naturaleza explicatoria, que
trata de encontrar las regularidades internas (logicas) del sistema. Es decir, trata a los
procesos naturales mas en cuanto a su estnuctura loégica desde un punto de vista muy cercano
al matemidtico (Thom 1972) aunque no necesariamente lo implica. En conclusion, quizas
la diferencia tundamental entre estos dos entoques radica en como comprendamos los
sIguientes conceptos, estructura fisica (entoque estructural) y estructura ldgica (enfoque
estructuralista)

En general el cientifico experimental trata de seflirse mas a sus propias
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metodologias y técnicas antes de intentar tomar las de la filosotia. En caso contrario se corre
el peligro de entrar quizds en contradiceiones de gran complejidad y de poco valor cientifico
(EHorjales 19935). No obstante, una vez aclarados aqui los conceptos de estructuralismo y
enfoque estructural, considero que puede resultar productivo el utilizar prudentemente
- (cuando menos como guia metodolagica) tos postulados principales del estructuralismo. Y
por O tanto asi lo realizo en el presente trabajo doctoral. Esto, ya que principalmente
utilizaré aqui el enfoque estructural en el estudio del reconocimiento inmune. Como se vera
mds adelante, detrds de las concretas téenicas de biologia molecular estructural utilizadas
en mi investigacion sicmpre estd una bisqueda de la estructura logica del sistema y de la
consecuente existencia de reglas,

En resumen, considero que el entoque utilizado en este trabajo incluye no solo los
estudios de la estructura fisica del sistema (en este caso las inmunoglobulinas) que
denominamos enfoque estructural, sino ademas aquellos estudios que forman parte de un
esfuerzo por comprender los mecanismos fundamentales que rigen el funcionamiento del
sistema (la interaccion antigeno-anticuerpo) basandose en la nocion de a estructura 2l

sistema.

2.2, Antecedentes en el Estudio del Sitio de Reconocimiento en Igs,

2.2.1, Estudios a Nivel de Secuencia.

El estudio directo de las caracteristicas del sitio de reconocimiento a nivel de
secuencia se plantea tormalmente por primera vez con los trabajos clasicos de Kabat y Wu
en 1970y 1971, en donde detinen ta localizacion precisa de las regiones hipervarnables (Wu
y Kabat 1970, Kabat y Wu 1971). Estos autores postulan que estas regiones determinan la
formacion de la superficie de interaceton con el epitopo (Regiones que Determinan la
Complementaridad o CDRs). Dicha propuesta se basa ¢n la ipotesis de que si la propiedad

distintiva de los anticuerpos constste en su diversidad, esta propicdad debe expresarse en
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una alta variabilidad de aminodcidos localizada en las posiciones que hacen contacto con
¢l antigeno, y por lo tanto determinan la especificidad. En 1973 se dilucidan las primeras
estructuras tridimensionales de inmunoglobulinas (New, McPC603, Mcg y Rei) y la
hipotesis de las regiones hipervariables se confirma desde el punto de vista de la estructura
tridimenstonal. Se observa que las regiones hipervariables convergen en una porcion del
dominio variable formando una endidura, esta regiones hipervariables coinciden ademas con
los lazos que unen las hebras beta, que son las porciones con mayor posibilidad de variacion
en conformacion (Nisonoft 1975). Dado el éxito del entoque propuesto por Kabaty Wu el
problema de analizar el tipo de variabilidad que se presenta en el sitio de reconocimicento
no ¢s abordado ¢n la bibliogratia de los aflos posteriores. Solo el mismo Kabat y col. y
Padlan a finales de los 70's retoman este tipo de analisis. Kabat y col. (1977) determinan la
existencia de residuos en los CDRs que se encucntran altamente conservados,
proponiéndose por primera vez, en base a evidencias experimentales, que este hecho pucde
estar vinculado con el mantenimiento de ciertas caracteristicas estructurales indispensables
para el recor.ocimicnto. Padlan (1977 y 1979) por otra parte demuestra que las sustituciones
que se presentan en las regiones que establecen contacto con el epitopo son mas radicales
(¢n términos de una medida de disimilitud estructural') que en las regiones de andamiaje.
En 1985 Ohno y col. retoman el problema sefialando que existen numerosas posictones
altamente conservadas en los CDRs y que aparentemente la variabilidad de los residuos
hipervariables esta lejos de ser al azar (Ghno y col . 1983).

En 1990 Padlan realiza un ondlisis detallado del uso de aminodeidos en las
posiciones de los CDRs, demostrando que los aminodcidos hidrotobos se encuentran poco
usados y aquellos con maltiples capacidades para establecer interacciones con los dtomos
complementarios del epitopo se encuentran altamente representados (como es el caso de

Tyr, Trp y Arg)(Padlan 1990). Mian y col. (1991) contirman los resultados de Padlan pero

' Medida de disimilitud entre los 20 aminodcidos ¢n términos de las propicdiades tisico-quimicas que
tradictonalmente s¢ han considerado como las mis importantes para el plegamiento de las proteinas,
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adicionan el criterio de solo considerar en los calculos aquellas posiciones que se han
identificado como en contacto en los sets complejos antigeno-anticuerpo que hasta el
momento se conocian. Adicionalmente Miany col. (1991) proponen una racionalizacién
de estos resultados basada en un minucioso analisis de las propiedades fisico-quimicas de
cada aminodcido. El trabajo realizado por nuestro grupo ha seguido esta linca de
investigacion cuyo objetivo es determinar el tipo de vanabilidad que se presenta en cada
una de las posiciones que pueden estar involucradas en la interaccion del anticuerpo
(Almagro y col. 1995, Cocho y col. 1993, Lara-Ochoa y col. 1994 y 19935, Vargas-Madrazo
y col. 1993, 1994).

Mas recientemente Kabat y col. han retomado el estuerzo por comprender las
propiedades generales del mecanismo de reconocimiento inmune, Han estudiado la
frecuencia en que se presentan secuencias iguales entre anticuerpos con diferente
especificidad para identificar cuales son las regiones que mas contribuyen cn la
determinacion de la especificidad (Kabat v col. 1991a). Asimismo estudian la distribucion
e longitudes ¢n aminodcidos de la tercera region hipervariable de la cadena pesada para
comprender con mayor detalle el papel que esta region juega en la especificidad y afinidad
del anticuerpo (Wuy col. 1993).

2.2.2. Estudios de estructura tridimensional y descripcion del sitio de union al
antigeno,

A lo largo de la historia de la inmunoquimica la nocion de complementaridad ha
sido ¢l concepto central para comprender el reconocimiento molecular en el sistema inmune.
Los estudios tridimensionales que se inician con la década de los 70's permiten evaluar toda
la informacion recabada durante més de 80 agtos de investigacion inmunoquimica. Al mismo

‘tiempo dan la posibilidad de proponer nuevos modelos mas ambiciosos, tratando de explicar
mas detalladamente la propiedades del reconocimiento inmune.

En 1972 aparecen dos trabajos (Ipp y col. 1972, Poljuk y col. 1972) que exponen

por primera vez la estructura general de las inmunoglobulinas a baja resolucion (6.0 A). El
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grupo de Huber trabaja con un dimero de cadena ligera (Rei), mientras que el de Poljak
trabaja con ¢l Fab de mieloma del paciente New. La caracteristica mds importante de la
estructura de estas proteinas es el plegamicnto de la cadena en dos ldminas beta construidas
por hebras antiparalclas, que gencran el "plegamiento-Ig" (Poljak y col. 1973) (véase la
Figura 1). Se identifica la region amino-terminal como la responsable del reconocimiento
debido a que se aprecia un bolsillo en esta zona, ademas de que por difusion de haptenos
en los cristales de [gs se determina que los haptenos difunden hasta este bolsillo (Poljak y
col. 1973).

La determinacion de la estructura de una proteina sin la ayuda (disponible
actualmente) de programas de computo que procesan la informacion de los rayos
difractados, constituia a principios de los 70's un trabajo enorme. Es por esto que todos los
resultados y modelos proporcionados por los estudios en secuencias enumerados en la
seccion 2.2.1. fueron determinantes para ¢l éxito de los estudios cnstalograficos. De
particular importancia para la interpretacion de los resultados de la difraccion de los
cristales fue el concepto de dominio (Edelman y Gall, 1969) como unidad de repeticion en
las Igs.

Posteriormente, en 1973, estas dos moléculas son resueltas a media resolucion
2.0-3.0 A. También se reporta en este afto la estructura del Fab McPC603 de ratéon a media
resolucion (Padlan y col. 1973). Con esta resolucion se puede identificar la localizacion
aproximada de cada residuo (sobre todo si se conoce la secuencia), por lo que se reporta la
espectacular comprobacion de la hipotesis de los CDRs de Kabat y Wu (Poljak y col. 1973,
Schitfer y col. 1973, Padlan y col. 1973). Estos segmentos que por su hipervariabilidad eran
postulados como los responsables de la especiticidad, s¢ encuentran cfectivamente
convergiendo ¢n un extremo de la moléeula, formando las paredes del bolsillo de
reconoeimiento. Se determina las dimensiones aproximadas de este bolsillo como de 15 A
de diametro por 10 A de protundidad.

En estos trabajos y muchos otros posteriores, se deseriben innumerables

caractenisticas del "plegamiento-Ig", como son la intertase entre los dominivs, el lazo extra
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Figura 1. Plegamiento t{pico de las inmuncglobulinas. A) un modelo
é baja resolucidn, que muestra las hebras beta cocmo segmentos
rectos de la cadena., Se observa el "extra-locp" caracteristico de
los deominics variables., B) Representacién en listones del
pieganiento-intunogichulina, Los listones con flecha representan
Las hebras beta. (tomados de Amzel y Poljak 1979).
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que presentan los dominios variables respecto a los constantes (Figura 1), los dngulos entre
los dominios variables, el dngulo entre ¢l ¢je de simetria de los dominios variables con el
¢je de simetria de los constantes, ete., ete, El objetivo de esta revision no es el de describir
estos detalles, ademas de existir excelentes revisiones al respecto (Amzel y Poljak 1979,
Marquart y Deisenhofer 1982, Davies y Metzger 1983, Mariuzza y col. 1987, Alzari y col.
1988, Davies y col. 1990, Janin y Chothia 1990, Padlan 1994), por lo que reficro al lector
a ¢stos articulos.

Otro paso muy importante tue la resolucion de la molécula New en complejo con
el derivado hidroxilo de la vitamina K (Amzel y col. 1974), asi como del Fab de mieloma
McPC603 de raton en complejo con fostoril-colina (Padlan y col. 1973). De estos estudios
se puede analizar en detalle la naturaleza de los enlaces que contribuyen a la energia de
interaccion. Se tdentitica como los mas importantes los puentes de Hidrogeno, los puentes
salinos y las interacciones de van der Walls. La estrecha complementaridad entre la
geometria del hapteno y su anticuerpo fue un elemento de gran trascendencia que brindaron
estos estudios (Day 1990).

Como ya se ha mencionado anteriormente ¢l concepto de complemetaridad ¢s
esencial a lo largo de toda la historia del estudio de la interaccion antigeno-anticuerpo.
Histéricamente este concepto fue redetinido rigurosamente en términos de la fisico-quimica
por Pauling a principios de los affos 40's. Pauling cnfatiza la importancia de la
complementaridad tanto geométnea como quimica entre las moléculas que interaccionan
para poder compaginar la naturaleza inespecifica de las interacciones débiles con la
especificidad del reconocimicento inmune (Pauling 1945). Por lo tanto, podemos considerar
como ¢l ckemento mas importante de esta primera ctapa de estudios tridimensionales, 1a
mterpretacion rigurosa de este principio expuesto por Pauling en términos de informacion

‘tridimensional.

A mediados de los 8U's aparece la pnmera estructura de un complejo de anticuerpo

(1D1.3) contra un antigeno protéico (isozima de huevo) (Amit y col. 1986). Durante la

segunda mitad de los 80's se resuelven otros tres complejos antigeno-anticuerpo mas, otras



dos mas contra distintos epitopes de Jisozima, HyHE:L-S (Shenift'y col. 1987) y HyHEL-10
(Padlany col 1989), v otro del anticuerpo ¢] NC41 contra la neuraminidasa del virus de la
influenza (Colman y col. 1987). Un andhisis detalindo de estos estudios sc encuentra en la
revision de Davies y col. (1990).

A partir de estos madelos se han podido detectar ciertas regularidades entre los
distintos complejos, asi como diferencias entre los complejos anti-hapteno y anti-
macromoléeula Algunas de las caracteristicas comuncs en complejos anti-macromoléeula
son: 1) Superficic de interaceion (entre 500 y 800 A?%), 2) Gran numero de puentes de
Hidrogeno ¢ interacciones de van der Walls, asi como uno o dos puentes salinos, 3) Numero
de aminogcidos del anticuerpo que hacen contacto con ¢l antigeno (entre 15 a 20), 4)
Superficics pi:xnzls‘ con numerosas protuberancias y depresiones, y 5) Una elevada
complementaridad cntre las superficies. Las diferencias mas importantes entre complejos
contra macromolécula y contra hapteno son: 1) En todos los casos para haptenos los lazos
sc prolongan hacia el solvenie, generando un bolstllo que recibe al hapteno, mientras que
para antigenos grandes en general el CDR-3 de la cadena pesada bloquea el bolsillo
formando una superficie plana, 2) Los puentes salinos parecen tener mucho menor
importancia para antigenos grandes que para haptenos. En ambos casos se presenta un
elevado namero de Tirosinas en la interfase. Por otro lado, la opinion generalizada de los
investigadores hasta la apancion de estos modelos, era que como resultado de la interaceidn
entre anticuerpo v ligando (ya sea hapteno o macromolécula) no se producen cambios
conformacionales significativos en el anticuerpo (Davies y col. 1990).

Los ultimos cuatro aftos pueden referirse como una etapa cualitativa y
cuantitaivamente distinta, ya que debido a la utilizacion de la técnica de reemplazamiento
molecular (Briinger y col. 1991) que permite refinar con enonme facilidad estructuras
nucvas a partir de estructuras similares conocidas, en combinacién con las técnicas de
ingenieria genética, ha habido una explosion en el nimero de estructuras tridimensionales
y en el tipo de especificidad de los anticuerpos analizados. Actualmente se han reportado

unos 50 complejos (no todos de alta resolucion) incluyendo a anticuerpos en complejo con
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haptenos, acidos nucléieos, polisacandos. péptidos y proteinas, ©s decir, casi tada la gama
de posibles hgandos (Padlan 1994).

Considero que debido o'la enonme canudad de informacion surgida recientemente,
asi como por la complejidad del probleme que requicre de nuevos enfoques, hasta ¢l
momento no se han publicado trabajos que integren la nueva informacion de mancra global
en la vision que se tiene del reconocimiento inmune. A mi entender, €sta ¢s una fasc muy
similar a Ja que antecedio al articule de Wu y Kabat en 1970, que marco un cambio en los
estudios posteriores.

No obstante, considero existen tres puntos importanics a resattar como nuevos
elementos y que, ligando los fenomenos de especificidad, reactividad cruzada y cambios
conformacionales, han cuestionado la vision que se tenin o fines de los 80's. Ponendo en
vigencia de nuevo las propuestas de Pauling de hace 50 apos: 1) El componente de
movilidad dec las cadenas laterales de los residuos altamente expucstios (sobre todo de
aminodacidos aromaticos) (Tainer y col. 1985, Geysen y col. 1987, Padlan 1990, Herron y
col. 1991, Miany col. 1991, Rini y col. 1992, Arévalo y col. 1993), que permite a un mismo
anticuerpo reconocer distintos ligandos, 2) La presencia de cambios conformacionales,
como efecto de la formacion del complejo, v cémo estos cambios conformacionales pueden
mejorar la interaccidon antigeno-anticuerpo (en términoes geométricos y encrgéticos)
(Edmundson y col. 1987, Herron y col. 1989, 1991, Fany col. 1992, Wilson y Stanficld
1993), v 3) Como consecuencia de lo anterior (ye que estos cambios conformacionales
ocurren principalmente al modificarse ¢l dngulo entre el dominio variable ligero vy ¢l
variable pesado), el que los residuos hipervariables que se encuentran en la interfase de los
dominios variables jucgan un papel en la especificidad, la diversidad y la reactividad
cruzada (Edmundson y col. 1987, Hemon y col. 1989, 1991, Fan y col. 1992). A este
respecto, pudiera decirse que quizas nos encontramos en este momento (parafrascando a
Kunh, 1986) en la etapa de crisis del paradigma de la llave-cerradura rigida, y que esta
antecede a una revolucidn cientifica de sustitucion del paradigma,
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2.3. Estudios estructurales (siguiendo principios estructuralistas) realizados a partir
de loy aitos 70's sobre ¢l problema del reconocimiento inmune.

Como menciond en o seecion 2.1, considero que en general existe confusion en
cuanto a Ia definicion de lo que implica el enfoque estructurahista en biologia y en particular
en inmunoquimica, por Jo que ¢s importante revisar en forma sistematica los trabajos que
sc han realizado en esta drea. Esto tanto como un clemento de consulta posterior, como para
servir de marco de referencia a la linca tedrica que sustentan Jos estudios que aqui se
presentan, .

En esta seceion se reportan los trabajos mas importantes que han abordado con
un enfoque estructural (pero siguiendo 8 mi entender algunos principios estructuralistas) ¢l
problema del reconocimiento inmune, ya sca utilizando datos de secuencias o de estructura
tridimensional de inmunoglobulinas, asi como de datos funcionales. Como aspectos
principales de estos principios estructuralistas considero: 1) nocion de sistema y 2)
existencia de una estructura, que implica Ja existencia de reglas.

La Iicratura sobre este tema es escasa. Solo una treintena de articulos han
aparecido durantc el cuarto de siglo posterior a Jos trabajos de Kabat y Wu de 1970 y 1971,
Los estudios realizados durante los 70's a nivel de sceuencia se basan en la observacion de
dos caracteristicas de los dominios variables como punto de partida para estudiar Ja
existencia de reglas en ¢l mecanismo de reconocimiento inmune; 1) Las sccuencias del
dominio variable sc agrupan en familias de homologia (Kabat 1968), es dectr, existe cierta
organizacion (familias de genes) entre las secuencias, la cual puede correlacionarse con una
organizacion en el mecanismo de reconocimiento, y 2) En los dominios variables se
localizan residuos altamente conservadas (Kabat 1967) ain en los scgmentos hipervariables
(Kabat y col. 1977), lo cual sugicre le existencia de restricciones estructurales en el
mecanismo de reconocimicnto.

Estudios estadisticos sobre el uso de aminodcidos en los segmentos hipervariables
permiten identificar claramente la presencia de posiciones altamente conservadas en los

CDRs. De acuerdo con estos estudios y datos de las estructuras conocidas sc identitican los
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residuos que son responsables de I espeaificidad en los anticucrpos (Kabat y col. 1976,
1977). Se propone que los residuos altamente conservados son necesarios pars mantencer
cierta estructura minima de) sitio de unién del anticuerpo requenida para un reconocimiento
adecuado (Kabat v col 1977y Es interesante, desde ¢l punto de vista de una vision general
del sitio de umion, que Edelman y Gall en 1969 ya habian postulado la existencia de tres
tipos de residuos en el sitio de union al antigeno: a) residuos de conracto, que estdn
directamente involucrados en fa union con el antigeno, de mancera similar a le unién de los
substratos por lus enzimas, b) residuos moduladores, que pueden vanar para cambiar ¢l
plegamiento de Jas cadenas polipeptidicas que forman ¢l sitio de union y asi penmitir que
los residuos en contacto se localicen en las posiciones adecuadas para unir al antigeno, y ¢)
residuos compensatorios que permiten mantener el plegamicnto general ded sitio de unidn
y del dominio en general, para compénszu' la vanacion de los dos tipos anteriores de
residuos (Edelman y Gall 1969).

Padlan (Padlan y Davies 1975, Padlan 1977, 1979), cstudia en términos
estructurales ¢} grado de variabilidad de Jos segmentos hipervaniables asi como de la region
de "andamiaje”. Lncuentra que los CDRs dificren entre las distintas Igs considerablernente
mas que In region de andamigje. No obstante, en sus trabajos trata de buscar si ésta
"hipervaniacion estructural” de las lazos, s¢ encuentra acotada sobre cierto rango. Sin
embargo, el reducido nimero de estructuras de que disponia no le permitié encontrar estos
patrones a nivel cstructural. Como veremos més adelante Chothia y col. (1986, 1989),
obticnen resultados positivos, debido al crecimiento de la base de datos cristalografica y a
un esquema de analisis mas completo.

Aunque no sc analizara en detalle el trabajo respecto a la hipotesis de minigenes
propuesta por Kabat y col. a fines de los 70's (Kabat y col. 1978, 1980a, 1980b), es
importante sefialar que Ia busqueda de patrones y un conjunto de reglas sencillas que
explicaran a nivel genético la generacion de la diversidad en la respuesta inmune, también
fue abordada por Kabat con base al anélisis de secuencias. Se refiere al lector a los articulos
originales (Kabat y col. 1978, 1980a, 1980b).
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Dildrop (1984), realiza estudios de homologia entre las secuencias del domimo
variable de Ja cadena pesada de Igs en raton, v propone una nueva clasificacion en 7 familias
de secuencias basada en 1o homologia entre las secuencias de todo ¢l domimo vanable.
Fstas familias de secucncias de aminedacidos corresponden con las sicte familins de genes
identificadas por métodos de gendtica molecular. Dildrop reporta que estas famihias de
genes de Igs gencran anticuerpos con especificidades caracteristicas. Es decir que las
especificidades no se distribuyen aleatoriamente entre las farmlias de genes de la cadena
pesada Como es ficil deducir, este esquenia propone una organizacion muy precisa de la
respucsta mmune.

A pesar de que éste modelo no ha sido explorado con mas detalle a mvel de
sccuencia, m s¢ han evaluado sus implicaciones en la estructura tridimensional, ¢s un
modelo muy ambicioso, basado en datos muy limitudos, por lo que sus alcances también lo
son. No obstante, propone una linca de trabajo muy interesante, sobre todo en el contexto
de la informacion disponible actualmente.

Los trabajos iniciales de Padlan (Padlan y Davics 19735, Padlun 1977, 1979), para
tratar de delimitar la vanabilidad estructural de los lazos del sitio de union al antigeno,
fucron continuados por Chothia v col. (Chothia y col. 1986, 1989, Chothia y Lesk 1987),
encontrando que efectivamente, las conformaciones que adoptan las lazos hipervariables,
estan limitadas a un nimero reducido de estructuras (que denomina estructuras canonicas)
(ver la Figura 2). La presencia de cada una de estas estructuras canonicas, pucde ser
determinada por la longitud del lazo y por la presencia de residuos determinados en
posiciones clave (Chothia y Lesk 1987). Este esquema de anadlisis fue corroborado en lgs
que estaban por ser resucltas (Chothia y col. 1986, 1989), ya que las conformaciones
propuestas resultaron sobre el margen de error respecto a las  determinadas
experimentalmente. Debido a que las vaniables que determinan las estructuras canénicas son
a nivel de secuencia (longitud y residuos claves) este andlisis puede ser aplicado a la base
dc datos de secuencias actualizadas de inmunoglobulinas de Kabat y col. (1991b),

permitiendo un estudio detatlado de la organizacion de las secuencias, su relacion con las
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Figura 2. Estructuras candnicas psra los "loops" hipervariables de
la cadena pesada (segun Chothia y col. 19%2). A) Se muestra el tipo
1y el tipo 2, este Ultimo tiene una insercidn respecto al tipo 1.
Se¢e sefalan los residuos que determinan ls estructura. B) Se

presentan las cuatro conformaciones canténicas para el segundo loop
hipervariable de la cadena pesada.
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estructuras canonicas y con los datos de especificidad Es precisamente éste €] tema que
ocupa Jos dos trabajos de investigacion reportados en esta tesis, en donde se caracteriza ¢l
repertorio estructural del sitio de union al antigeno y se prucha que las estructuras canonicas
st encuentran en un clevado poreentaje de las bases de datos de Igs, sun en pseudogences
(ver mas abajo en resultados),

Recientemente, se ha retomado el enfoque propuesto por Kabat a finales de los
70's (Kabat y col. 1976 y 1977) en ¢l sentido de analizar en detalle 1a vansbilidad y el uso
de aminodcidos en relacion con fa especificidad y las propiedades generales del sitio de
union (Padlan 1990, Miany col. 1991, Vargas-Madrazo y col. 1992, 1993, 1994, Almagro
y col. 1993, Lara-Ochoa 1994, 1995). Los resultados de estos trabajos indican una fuerte
restriccion en ¢l uso de aminodcidos en el sitio de unién al antigeno. También se observa
efectivamente que existen grupos de residuos que cumplen con distintas funciones para ¢l
mecanismo de reconocimiento. Estos resultados que de manera general indican la existencia
de propiedades inherentes al reconocimiento general, estdn en concordancia con los estudios
de los grupos de Edmundson (Herron y col. 1991, Bhat v col. 1990), Colman (Colman y col.
1987) y Wilson (Rini y col. 1992, Arévalo y col. 1993), que proponen la existencia de
cambios conformacionales como clemento central del mecanismo de reconocimiento. El
modelo de ajuste inducido propuesto por estos autores permite explicar el fenémeno de
reactividad cruzada y la multi-especificidad de los anticuerpos v llega a conclusiones
similares a las de estudios de uso de aminodacidos, ya que ambos indican la existencia de un
sitio de unién con propiedades generales y cierto grado de versatilidad en el reconocimiento.
Este modelo esta en contraposicion (Wilson y Stanfield 1993) con la vision rigida del
modelo tradicional de Hlave-cerradura (Amity col. 1986). Todos estos resultados, indican
la necesidad de revisar los conceptos de especificidad, reactividad cruzada y diversidad,
para poder comprender la organizacion de la respucsta inmune.

El enfoque propuesto por Chothia y col. (Chothia y col. 1986, 1989), proporciona
una extraordinaria herramienta para el analisis de secuencias. No obstante, es necesario

sustentar estos andlisis con informacion funcional y genética. Un excelente par de articulos



1Y

presentados por Chotlua en ¢l andhisis estructural, v Winter y Walter en la secuencacion
y andlisis de genes de linea germinal de Igs en humano (Chothia y col. 1992, Tomhnson y
col. 1992), presenta un anghsis detallado en donde, en base a un directorio de seeuencias
de genes se analiza la existencia de estructuras canomcas para los CDRs 1y 2. Ellos
encucntran que el 100% para CHR-1 v ¢} 96% para CDR-2 de los genes analizados
presentan patrones de sccuencia acorde con las estructuras candnicas. Adicionalmente se
propone el concepto de clase de estructura candnica para la combinacion de estructuras
candnicas en CDR |y 2 en una misma secuencia Se propone la siguiente nomenciatura,
s1 en un gene varnable s¢ encuentra la estructura canénica tipo 2 en ¢l CDR-1 (véusc la
Iigura 2) y la estructura candnica tpo 3 para ¢l CDR-2, ese gene tiene la clase de estructura
canonica 2-3. Esta obscervaciones sirven de base para modclar los tipos de superficies que
cada gene de linca germinal aportara al repertonio inmune (Chothia y col. 1992). Un anélisis
similar para Ia cadena ligera y para las combinaciones de cadenas ligeras y pesadas que se
observan en las respuesta inmunce permitirie predecir en su conjunto la geometria general
de la superficie del sitio de unién el antigeno que se forma, Unicamente conociendo las
secuencias. A partir del andlisis que realizan Chothin y col. (1992) se estima que son
aproxtmadamente 50 las distintas superficies que genera ¢l grupo de genes variables de la
cadena pesada en humano (Tomlinson y col. 1992). Este tipo de estudios marca una nueva
fase (a mi juicio similar al de los articulos de Kabat y Wu), dentro del estudio del
reconocimicnto inmune,

En esta misma direccion, Vargas-Madrazoy col. (1992, 1994, Lara-Ochoa 1995),
han analizado para varios niveles la organizacion de la respuesta inmune (genes de linea
germinal, pseudogenes, secuencias de aminodcidos de anticuerpos funcionalcs, para
vertiebrados supceriores e inferiores, etc.) la validez de los patrones de uso de aminoécidos
en el sitio de unién encontrados previamente en muestras totales. En estos trabajos también
s¢ ha introducido informacion funcional, por ejemplo, construyendo alineamientos con igual
numero de secuencias de las 253 especificidades reportadas, construyendo sub-muestras de

grupos de especificidades bioquimicamente similares (anti-proteinas, anti-haptenos, anti-
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polisacandos, ete ) A partir de estas muestras "controladas” se-estudia en detalle el uso de
aminoacidos, encontrandose que persisten los patrones detectados en las muestras globales
no controladas (Lara-Ochoa y col. 1995).

I.a dos lincas de investigacion mencionados anteriormente (¢l andhsis de
cstructuras canonicas ligado o informacion funcional y el estudio de usoe de ammodcidos),
representa ¢l tipo de andlisis estructuralista en esta drea que considerando informacion
funcional a todos los niveles de organizacion, intenta proponer maodelos generales de
reconocimiento para entender la naturaleza de la diversidad de la respuesta inmune,
Evidentemente estos modelos generales deben ir acompanados por deseripeiones de los
casos particulares para los cuales no son validas algunas de Jas reglas, va que como todo
proceso bioldgico el reconocimiento inmune es una conjuncion de regularidades con

exquisitas particularidades.

3. METODOLOGIA.

3.1. Heuristica General de Investigacion.

Dentro de la investigacion cientifica de los sistemas naturales, historicamente
cxisten dos grandes enfoques que en ocasiones resulta dificil armonizar; el experimental y
el tedrico. El presente trabajo a pesar de no ser exclusivamente tedrico si utiliza métodos
caracteristicos de este enfoque, como son. el empleo de herramicntas matematicas y
cibernéticas, el analisis global de datos, la modelacion por computadora de procesos
naturales, etc. Considero que para que estudios que volucran metodologia tedrica aporten
resultados relevantes y confiables acerca de fenomenos brologicos, se deben considerar
ciertos aspectos que a continuacion mencionard; 1) La proposicion de experimentos con
basc en la consideracion de las conclusiones y modelos surgidos de los  estudios
experimentales, 2) La construccion de bases de datos considerando las restricciones fisicas,

quimicas y biologicas del sistema, 3) La evaluacién de los resultados en términos de los



datos expenmentales conocidos, 4) I'n particular para este problema de iologia molecular,
la compuncion de resultados obtenidos del anabisis de estructura tndunensional con los de
secuencia. asi como $) el anahisis detallado de casos particulares para su comparacion con

las tendencias gencerales.

4, DESARROLLO DE LA INVESTIGACION,

4.1. Sccuencia de Jos resultados presentados.

Los articulos que se presentan aqui v Jos resultados que estos reportan se enfocan
en el objetivo de caracterizar la vanacion que en térmunnos estructurales se presenta en el
sito de union al antigeno de las inmunoglobulinas. Estos estudios se realizan basandose en
cl modelo de estructuras canénicas para los lazos hipervariables de las inmunoglobulinas
nropuesto por Chothia y col. (Chothia y Lesk 1987). Partiendo de este modelo se estudia el
grado de diversidad estructural presente en las distintas muestras estudiadas. Sc caracteriza
por primera vez de manera general 1a diversidad del repentorio estructural de las Jgs y se
correlacionan estos resultados con informacién referente a la especificidad de los
anticuerpos. Los resultados obtenidos se comparan con un analisis de la geometria del sitio
de umon en base a las estructuras tridimensionales reportadas. Considero que las
conclusiones que se obliencn de estos trabajos permiten proponer un modela del
reconociniento mmune mas completo el cual incluye informacion tanto de secuencia, de
estructura tridimensional asi como funcional.

Se presenta en pnmer lugar el articulo donde se reporta la herramicnta de trabajo
-paquete de computo de analisis de secuencias de receplores de sisterna inmune "VIR"-
desarrollada por Juan C. Almagro y Enrique Vargas-Madliazo. Lste paquete de computo y
Jas bases de datos que se construyen utilizando el paquete constituyen ¢l eje central con el
cual se realizan todos los estudios.

Scguidamente se presenta el articulo donde se analiza la presencia de estructuras
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canameas en secuencins de psendogenes del domimo vianable de o cadens pesida de
mmunoglobulinns

Fialmente se presenta of articttlo mas extenso, donde se caractenza fa diversidad
estructural def repertorio de snmunoglobuhinas. En este trabajo se desenibe en wérmimos
estructurales ¢f repertonio de los sitios de union al antigeno a partir de o base de datos wotal

actuahzada de inmunoglobulinas,

4.2, Métados, Resultados v Discusion (Articulos de Investigacion).
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Abstrace

In Wis paper a microcomputer saliwgre named VIR (Yanable domains of the Immune Receplon) is reporied. This
package can be used in sequence studies of immunoglobulin vanable domains The main features of the VIR sofiware
ip the seguences management are. (1) casc of information recovery/calraction from amuno acid scquences, and (2) ils
capability to oblio multiple sequence alignments with predefined characiensiics (i.e. specic and/or specificily) As an
soalyucal sool, the VIR package employs such muluple sequence alignments 10 compule: (1) tables showing amino
scid frequeacies, (2) three vanabilily indexes, {3) wdenlity matrices, (4) random samples, and (5) sequences with possibic
canonical structures. Thus the software reporied here here is proposed as 3 useful too! 10 carry cut detailed studics

of immunoglobulin vanable domains

Keywords: Duta bases, Yanability analysis,"Sequence analysis; Pattern recognition: Canonical structures

1. Introduction

One of the core probiems in molecular biology
concerns the constraints determining structure-
function relationships in proteins. In principle, it
can be safely assumed Lhat such constraints can be
found by apalyzing amino acid paiterns in key
posiions of a mulliple scquence alignment
(Zuckerkandl, 1976). In the particular case of the
immuae system, where the only source of specifici-
ty at molecular level seems lo come from two
proteins: T-cell receplors (TCR) and immunoglo-
bulins (1g), a Jong standing question prevails: is il

* Correaponding author, Tel.: +525 616 2376, Fax: +523 616
217, E-mail addrens: wlaar@redvaxl dgia. unam.ma,

possible to find amino acid pattems to reveal the
structure-funclion relationships in the anugen
binding sites of TCR azd Ig?%

Prediction of the antigen binding site or com-
plementarity determining regions (CDRs) in g by
variability analysis, prior to the resolution of Ig
structures (Wu and Kabat, 1970), made possible
the beginning of understanding specificity (func-
lion) mediated by these molecules. Subsequenty
to the resolution of severa! Ig structures, analysis
of its three-dimensional conformation have reveal-
ed canonical struclures in five of its six CDRs
(Chothia and Lesk, 1987; Chohia et al., 1989). Ex-
istence of these canonical structures in the CDRs
of Ig impiies that just a few main-chain conforma-
tions arc present in a large set of Ig molecules with
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dflerent Joop smune aad  sequences  and
specificities (Chothia and Lesh, 1987, Chothia o1
al, 1999). Recent studies have enhanced the
koowledge of Ig structure-funcuion relationships
by finding definite aminc acid bias when analyang
posiions hat interaci with antigens i antigen-
sntibody complenes (Mian ¢t al, 1991, Lara.
Ochboa et al., 1994). Thus sugpests a general mecha-
aisn underiying e molecular recogniton medi-
ated by Ig (Lara-Ochos o1 8!, 1994).

A neat siep is to corrchaie functional and struc.
twral informaton. In the opinion of the authorn,
the main kmitation to achieve this, has been the
absence of user-friendly computational tools to
perform such analysis. To carcumvent this difTicul
ty in this paper 8 microcompuler sofliware named

VIR (Vanable domains of the Immunc Recep-
ton), developed to easily retnieve and analyze Ig

amino acid sequences, is reported. VIR interfaces
with Kabat’s data base, which is known 10 possess
all currently updated information on Ig sequences
{aee for example Kabat et al., 1991). To do so, this
program makes use of SEQHUNT internet service
which, in turn, bas the necessary tools to access
this information. The dala are translated to VIR
data base format. This data base siructure op-
tiznizes the information management and its recov-
¢ry form lIg sequences, and allows use of the
different snalytical tools available with the VIR
package.

On its analytical side, VIR uses two different ap-
proaches: statistical analysis and paitern recogni-
tion. Statistical analysis provides computation of:
(1) tabies of amino acid usage by position; and (2)
three different variability indeaes. Corresponding-
ly, the patiern recognition approach provides: (1)
patierns compatible with key residues responsible
for delennining the Ig-fold; and (2) canonical
structurey ip the CDRs of Ig sequences.

In order to properly outline the work in the
following sections, a complete — but not ex-
haustive — description of the VIR dala bases for-_
mat and the management and analytical tools are
pven in the first place. Secondly, examples of the
two different approaches in Ig sequence analysis
are shown and discussed, Finally, the significance
of the VIR software is discussed in the light shed
by-current Ueads in data bases management and
scquence analysis.

3. Dexniption of the VIR pachage

All programs were wntten in the Turbo Pascsl
version 3 5 language. and were compiked 10 run on
an 1BM<compauble PC microcompuier. A user
frnendly menu-dnven graphical interface system
was developed with on-hine help available 1o e
plain cach and every ilem appeanag in the main
menu of submehus

In arder to readily stan wing the package two
data bases are avaslable with it. One corresponds
to the vanable domains of light {¥,) chains while
the other does s0 with the beavy (Vy) chains
Each data base contains a multipie sequence align:
ment as well 83 the information associated with
cach sequence. In the ¥y case, the data base con-
taons all the sequences compiled in the Kabai's
data base up 1o Apnl 1994. For ¥ the data base
contains the sequences from the same sousce of
¥y sequences. Both of them are ASCIH files.
Therefore, data bases available with the program,
updated ones, or those creaied by the user, can be
displayed, edited or printed using 8 text processor
capable of imporung ASCII files (WordPerfect,
Word, Word for Windows, and the like).

2.1 VIR dota base siructure

Functional, techoical and bibliographic infor-
mation in the VIR data bases is codified on a labe!
associated with each sequence in the multiple
alignment according to the following description:

Descnbes Pusition on latx)
Technugue 4
Year 1-]
Specics 43
Journal [ ]
Volume il
First page of U paper 12-16
Mame pven by Kaba) et al. {1991) 17-3%
Parucular specificity 3=
Genena) specifioty »
Binding constant {if known) Y
Subclass {happa or lambda) »
Subgroups of Kabat et al. (1991) »-&
Space 41-%
Sequence i
B H 2 i e
" jﬂ% ¥ 3 :,‘fl " N ’Si -4 ‘*1_‘ i ’,..,.} reoa
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Thus, each Line of the VIR dats base 13 compos.
od of a labe! (kefl side) and the sequence codified
io e ont kelter amino acid code (nght mde), for
sxample’

1 10 20
} | | | | I
NUSRNPNARE 234) ).14.9
Label

pasiuen

--------------------------

The label is used by the management lools of the
pechage, while the sequence i3 proceased by the
analytical tools (see below). In order to codify the
describers of the labe!, a comnutment was made
between classifying the maximum information and
avoidance redundancies or ambiguities In Lhe case
of specificity, judged by the authors as the mosl
important functional describer, it should be em-
phasized tha! two describers, particular and gener-
o), are used. General specificity refers to the

groups of specificities (for example anti-prolein

Ig), and it can thus be used to directly obtain data
bases with global specificies.  Particular
specilicities refers 1o the specificities (for exampie
sol-lysoryme lg), allowing lo straufy the scarch.

Concerning the muluple sequence alignments,
two convenlions have been proposed in the Litera.
ture regarding inscrtions oumbering and place-
men! inside CDRs of Ig: (i) Kabat et al. {1991),
and (i) Chothia et al. (1987). We chose the con-
veolion proposed by Chothia et al. (1987) because
it bas been developed on the basis of comparisons
among lg of known three-dimensional structures.

2.2. Tooly of management and analysis in the VIR
package

The package consisis of a master program thai
controls four main modules: Open, Data, Analysis
and Up-to-date (Fig. 1). (Words in bold italics are
those shown to be chosen in all menus and
submenus below described).

1. The Open module is the ope in charge of
loadiog data bases, either those available with the
package /g or any Other crated by the user in VIR
format,

2. The Data module is the data base manager of
the package. It is divided in the two functions
befow indicated by the first indentation level:

(i) To provide a complete characterization of

the data base currently being uaed, the Informa.
uon submenu (sce Fig 1) is used. Thas submeny
report.

Teia! number of mquences.

40
|

50

' .

LWAWNRS""""’DXQ". ”“s

isequencel

Numbe: of sequences by Yechmigar (smino acid
squences or nucleotide Lranslation)
Number of sequences according to the Year of
publication.
Number of sequences by Specie.
Numbe: of sequences by Specificity.
Number of sequences with reported Affiniry.
Numbxr of kappa or lambda (& or /) Sequences
(Only applicable to ¥, .)
Number of scquences by Kabat's Swbgroup
(Kabat et al., 1991).

Marrix: this item allows self<companson of
the sequence data base (that is 1o say, with

VIR Pachage
1 Optn  Deta  Anelysis Up-ie-Dote 1
I -
i SEQHUNT
Crhet I Manual
Total Informatios | [P | Prequeay Absoluit
Techaique Probatihty
:ul Perceni
peas - | Variability B Mo
Specificiry . o vk
Alleity ' MVK
horl ITE
Subpouwp - -9 |3D mn}.
Matra Isplll | " Framcworlk
Nase CDRs
| » Publication
Tachuique
. Specic
Lo [Merge ] | Speciteiry
) AlGslry
Ssbgroep
hori
Identities h
Rasdom
Fig. |. VIR package mecou sy
ks g‘; y -3 ..
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i if) makung possible to sdentily redundancies
it (1) Tocreatc new data bases with predefin:
ec features (sequences from a single specificily,
for example). This is achieved using the Spli
submenu aad the Mezge opuon (s Fig. [). The
latter merges two data bases, while the {ormer
creates & pew data base pven one pre-estab-
dished enitenon Below, the different cniena
concerning e Split submenu are eaplained.
Generation of » data base with sequences given
its Name(s).

Generstion of a data base sccording to
bibliographic information (Publicarion)

Geoeration of a data bese according lo the
Technigue used to oblain the amino sad se-
quences (amino acid sequences or nucleonide
transation). Generation of 8 data base with
sequences of 8 single Specic.

Geoceration of a data base with sequences of
a single Specificry (General and parucular).

Generation of & dala base sciecting thosc
sequences with knows Affiniry constant,

Geoeration of » data base selecung those
sequences within a3 Kabat Subgroup (Kabal ¢
al., 1991).

Groeration of a data base containing only
kapps or lambda (k or /) sequeaces.

Geperation of a data base obiained by
soalyzing Menrities among anuno acids with a
query sequence within 8 raoge of maxumum and
minimum Identity threshold.

Generation of 8 Readom data base with a
given number of sequences (o be taken from the
data base in use.

For the Species, Specificily, Publication and
Subgroup options, submenus listing the ¢or-
responding  different classifications are dis.
played by the package.

Output files from the Split submenu are in
VIR data base format {sec VIR data bascs
structure above). Hence, combining the Split
submenu and the Merge option, new data bases
performing any combination of tbe described
ilems can be obtained, for example, a not-
before-band included data base containing
buman anti-lysozyme with known Affinity
constant,

3. The Analysis module is the third one of the
package and was designed bearing two concep-

tually different schniques s mund 10 snalyre
reineved data baser siatistical tachniques and -
quence peiflern analysu. Concerning stausucal
analyus two methods sre offered, the most simple
ont computes of aminc acid frequencies via the
Frequency submenu composed of Whree oplions:
Absolute, Probebility and Percens (see Fig 1). Oul-
put coming from this submenu are tables in ASCiI
format lsting the posiions (rows) and ihe
sumencal values associated with sach amino acid
(columns). The second siatistical sechaigue is
Vanabilily analysis (Variability submenu, see Fig
1). Three vanability indexes are provided: Kabat's
vanability index (V&) (Wu and Kabat, 1970),
modified Kabat's vanability index (ATVK) (Jores

el al, 1990), and informalionsl-theoretical entropy '

indea (ITE) (Shenkin et al., 1991). Oulpul comung
from this subroenu consists of tables in ASClI for-
mal lisling the positions in the amino scid se-
quence and the sumerical values given to each
position in the muluple sequence alignment.

The wcond analytical (non-statistical) technique
before menuoned, namely pattern recognition (3D
patierns submenuin Fig 1), was developed 10 est-
mate the relationship among Ig of known three-
dimensional structures and amino acid sequences.
The Framework cplion compares amino acid se.
quences with a pattern of residues identified as
maioly responsible for determining the 1g-fold
(Cbothia et al., 1988), while the CDRs oplion sear-
ches for canonical struclure palierns in the data
base currently being used.

4, The Up-to-date module is an interface with
the SEQHUNT internet service to ypdale data
bases already created. As in previous examples, it
is further subdivided in two items: SEQHUNT and
Manual, SEQHUNT converts VIR data basc for-
mat into Kabat's data base forrnat and vice versa.
This is the interface with the Kabal's dawa bases
containing currently updated sequences of: g
variable domains. Magual allows the user 1o ac-
tualize the data bases or to analyze s sequence not
reporied by the SEQHUNT service simply by 1yp-
ipg its sequence,

3. Applications

In order 1o show the potentin! use of the
package, two applications of the VIR software are



descnbed in this secbion. Apphcation (a) shows an
sxample of 3 statistical analysis, while apphication
(b) performs an anslysis of a typical immunologic
problem

3.1, Ezample of predefined daic bases and amino
odid wage

Ji bas recently been shown that several positions
within CDRs of Ig — bisionically considered as
randomly bypervariable — bave prefesence for
certain amioo acids (Vargas-Madrazo ¢t al,
19942; Lars-Ochos ¢t al., 1994). The bias found in
the amine acid usage of these positions could be
due to: (i) 8 geocral feature of the Ig molecular re-
cogrition; or {1i) somc artefact introduced by cer-
tain over-represented specificties resulung in
predominance of some sequences in the dala base
{c.5. anu-bapien Ig). The second possibility could
‘be discarded by building balanced samples with
equal ourmnber of sequences of difTerent specificitics
and then, comparing their amino acid usage with
that of the total sample (total data base).

Thus, two samples were built as foliows.

Sample /. Using the Split submenu in the Data
module & data base was generaied by randomly
cboosing one scquence from cach specificity (210
different apecificities) in the total data base.

Sample 2. Following the already mentioned pro-
cedure another data base was built choosing five
sequeaces from specificities baving at leas: five se-
quences (52 different specificities) in the total data
base.

Each dawa base was loaded with the Other op-

tion 1n the Open moduie, and using ihe Perceni op-
uon in the Frequency submenu, e corraaponding
Wables of amino-acids percent ¥y positions were
computed. The results for one pomtion in the V|
are shown in Fig 2. It was observed that the pat-
erns of amino acid usage found 1o the three sam-
ples are rather mmilas. Statstical cakulations
confirm this result, and e same behavior was ob-
ined for other positions in CDRs (Vargas-
Madrazo ¢t al., in preparation). Therefore, this
analyss discards the eaisience of any bias as a con-
sequence of 3 predominance of cenain specificities
in the towal sample analyzed, suggesting that the
preferential use of certain amino scids in CDRs s
s general feature of the Ig molecular recognition.

3.2 Example of canonical sirucivres

Genetically, the first two CDRs of ¥y (H1 and
H2) of 1g arc produced by the ¥y germline genes
{Tonegawa, 1983). Additionally to ¥) germiine
genes, most species rewain 3 pool of ¥y pseudo-
geacs estimated 1o be 30% of the towal number of
¥y genes (Kodeira e1 al., 1986). Besides, polymor-
phism studies of human V), pseudogenes report
high sequence conservalion among unrelated ip.
dividuals (Pascual and Capra, 1991). These facts,
suggest 8 possible functional role for pseudogenes
in the human immune response diversity (Wysock:
and Gefter, 1929, Pascual and Capra, 1991). Io
this application additicnal arguments in favor of
this hypothesis are pven by the combined use of
Framework and CDRs items, within 3D patierns
submepu (Vargas-Madrazo et al., 1994b),

[requency (%)

acde!ghlhlmnpqrslvuy

amino acudy

Fig 1 Amino acid wiage lor posilion 91 of ¥, This pasition is slecicd a» an exampie because i) docs o) doiermine e cancnical
conformstion (Chothia and Lask, 1987) and contacy the antigen in 6 of the § antigen=antibody compiedes (Padlan aad Kabat, 1991).
The sumber of sequences in each sample is: lotal sample: 1934 sequences; sample 1:°210 sequences; sample X 260 sequences,
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It bas bexn proposed that the number of muta-
tions sccumulaied in pseudogenes with respect 1o
germline genes is pnncipally a funcuion of either.
{i) the time elapsed nince inacuivation of the gene
bas occumed; or {ii) possible funcuonal restnc.
lions acting on the oew state of the gene (Pascual
and Caprs, 1991). in the first case, random mula-
tion distributions should be eapected while in the
latter a pattern — a canonical structure, that is io
say — should emerge. Since human ¥y germline
genes show a large percentage of canonical struc-
tures within the first two CDRs (Chothia e} al,
1992; Vargas-Madrazo et al., 1994b), then it qught
be possible that such patierns could also be pre-
sent in these scquences.

In order to test the above mentioned hypothesis
comparisons of mutations distributed in frame-
work and CDR positions were carricd oul. So, the
framework option was used on human Vy
germline genes and pscudogenes to determine the
degree of structural divergence (non-conservative
amino acid substitutions) accumulated at frame.
work positions (Table }). As can be seen. mula.
tions that may alter the framework stability of the
buman ¥V, pecudogenes are about 12 times as
divergent as those of burnan ¥y germline genes. A

Table 2
Sequences with canonical structures patierns in buman ¥y
geranline geass and picudogrocy
CORs Preudogenes Germlines genes
) ()
H! 74 100
H2 4) 96

high divergence degree in paeudogenes, with rc
spect 1o Whe germbine genes. suggests that the
producion of & structurally slabk vanable
domain i not the funcuon of selection for the V),
pwudogenes Therefore, if producing a structural-
ly stable domain is not the function of selection,
then pweudogenes could be 8 source of additional
divessity for the CDRSs or, otherwise, br irrelevant
for the immune response.

Contrasting with the fact What pseudogenes have
an average of mx destructive mutstions per s
quences in frame work positions {see Tablc 1), it
was found using the CDR3 item that V4 of the
sciquences have canonical structures for H1, while
half of sequences do so for H2 (Table 2) The case
of H2 having less sequences with canonical siruc.
tures might be closely related to the fact that this
CDR 1, 10 general, less conserved (Chothia ct al,
1992). Taken together, these resulls guggest that
funcuonal restnclions are directly responsible of
canonical  struclure  conservation  (Vargas
Madrazo et al., 1994).

4. Discussion

In the last 13 years, since the first sequence com-
pilation {DayhofT and Eck, 1966), accumulation of
quanutauve information about guclectide and
amino acid sequences al an ever increasing fate
makes it very difficult to assimilate and/or to
analyze its possible meanings. Projects to map and
sequence complex genomes includiog the human
one are underway (Bell, 1990). Sequences analysis,
in the molecular biology field can be divided into
two main branches: (i) DNA or amino acid sec-
quences collection in data bases; and (ii) tools de-
velopment for sequence analysis research.

Regarding the first point, in the lg case, the
functional, technical, bibliographic data and se-
quences, have been collected from the Kabat's
data base. In April 1994, the number of g s¢-
quences or {ragments in this data base roughly
amounted to 8000 (4700 for ¥, and 3300 for V),
classified under 460 different specificities, All this
information made it possible for careful evalution-
ary and functional analysis in order 1o begin (o
understand the structura! basis of the immune re-
cognition mediated by Ig.
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. o paralic] with this large amount of eapenimen-
ta! dats, io \be last 20 years the Ig-fold has been
the subject of many structural Invesugations, from
which, antibodies art considered the best known
structure of all proteins to dawe {Padlan, 1994)
Thus structural knowledge permuts starung from a
more robust working hypothes:s to study the rela-
ton between aequences and their three-dimen-
siona! structure. Thus, combining this kind of
analysis with functional information (specificities
and/or afMnity consiant), siructure-funclion rela-
tioaship studies can be improved in Jg to sccount
for the second branch of the sequences analysis.
The main limitation to achieve this, however, has
been the absence of user-friendly ‘immunologist-
language-like’ tools to manage and analyze Ig
sequences. The software described here is a first
atteropt to carry out this demand.

lo the Analysis module of the VIR package
three maio analytical tools are given: amino acids
frequency; variability analysis; and pattern recog-
nition analysis. Calculation of amino acid frequen-
cies allows analysis of amino acid prepensities in
positions of interest in Jg sequences. Appheation
(») shows the combined use of functiona!) informa-
tion from lg sequences and this kind of analysis,
Such snalysis allows lo study the general and par-
ticular properties of CDRs throughout the con-
struction of samples considening the functicnal
information relevant Lo the process {i.e specificity).

Io relation 1o the variability indexes, vanability
analysis by Kabat index, a1 the time of its develop-
ment, played a major role in the siructural analysis
of 1g, successfully predicting the regions responsi-
blc for the antigen specificity, before X-ray data
could be oblained (Wu and Kabat, 1970). Other
two variability indexes bave been developed; the
modified Kabat index (Jores et al., 1990), and the
informational-theoretical eatropy index (Shenkin
¢t al, 1991). Simultancous use of the Kabal index
and the modified Kabai index bas been empioyed
as an analytical tool to investigale the residues
responsible for the different delailed specificities
of various lectins (Young and QOomen, 1992).
Recently, variability apalysis was eatended 1o
simultaneously use the three currenUy known
variability indexes to understand the interaction
between the TCR and peplide-MHC complex

(Almagro st al, 1994) This shows the potential
uses of this analyss in other protein famibies or, 1n
our case, in the detailed evolutionary of funclional
analyss of Ig

Finally, the last implernentation, patiem recog:
niuon, deals with the proposition of supplying an
analytical tool 1o perform siudies of the relation
between sequences and their corresponding three-
dimensional structures. Application (b) describes a
struciursl analysis of lg sequences with an un:
known funcuonal roie Thus, it is expecied that
this analysis will aliow & more rational view of the
molecular secognition process medisted by anu-
bodies (Chothia ¢t al., 1992).

in summan, the software descnibed is an at-
lempt to provide a package of 1ooils with 8 unificd
format that brings together the most relevant
methods 1o analyze the Ig vanable domains. Of
cournse, this proposiuon can be applied to otber
protein families. For the immune system it is cus-
tently being planned 10 extend it 1o TCR and
MHC molecules.

4.1 Availability of the program

The exccutable programs and data bases can be
oblamned by scnding an ¢-mail message 1o the
following address: salazar@redvax 1.dgsca.unam.
mx.
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In the pool of human immonoglobulin Vy, gewe segments, pseudogenes
amount taroughly 30% of thetotat number of genes Some of them are highly
conserved among, unrelated individuale. These facls suggest 8 possible
functional rale for pseudogenes in the human immune response diversity
This paper intends o provide additional informabion about the structure of
Vi psendopene sequences 1o evaluate the possible role of pseudogenes in
the immune response.

Mutations  capable of aliening frameworh stabibily in human V),
pseudogenes weie analyzed. Resulis indicate that Vy, pscudogenes are about
14 times as divergent as human V,, functional germhine genes on the one
hand, and four times as divergent in the case of human V), amino acid
sequences on the other. The high number of disruptive mulations in
pseudogenes is an expecled result because of the lack of funclionality of
these genes. In the second part of the work we analyze whether or not the
same takes place in the positions ghat delermine the existence of canonical
struclures in the hypervariable lgops in V,, pseudogenes. An extension of
such analysis is applied to all specics with reported V, pscudogenes. In
contrast with resulls concerning framework positions, 69% of known human
V\ pseudogenes have canonical structures in the first hypervariable loop,
while 48% do 50 in the second one. Comparison of these results with those
found in human V), functional germline genes and human V,, amino acid
sequences shows that in the former as many as 100% and in the latter 9%6%
have canonical structures. In V), amino acid sequences the resull is similar
lo pscudogenes for Hi. For H2, such valuc lies between the percentage of
germline genes (96%) and the percentage of pseudogenes (48%). The

ossible significance of the existence of canonical structures in the
wpervariable loops of V), pseudogenes is discussed.

Keywords: canonical structures; canonical structure classes; gene conversion,

*Corresponding author anligen-binding sile; V,, locus

introduction

Antibody molecules are highly antigen-specific

while L3 is produced by the recombination of an
additional gene segment, J,. In a similar way, H1 and

receplors of the immune system. Antigen-antibody
interaction involves the former variable domains,
each composed of a two B-sheel framework (Amzel
& Poljak, 1979). The antigen binding sile is composed
of six hypervariable loops; three from the variable
light domain (V,) and three from the variable heavy
domain (V,,) denoled L1, L2, L3 and M1, H2, H3i,
respeclively (Wu & Kabat, 1970; Poljak of al., 1973).
Genetically, L1 and L2 are produced by the V| gene,

¥ Abbreviation nsed g, imnunwyglobulin,

0N22-2R% /95/000000-00 $08 QU/0

33 \; g 7,7:1 :.-‘-‘,!‘ q A : = 3 v f“' ‘a :-.‘;\--: i) 3
. o X i Yoot - SR PR S S VU P ORI S
RS & i ot hooq oLk PR 1 X ¢ .i i
‘ Liew LT

H2 are produced by the V,, gene, and H3 is a resull
of the recombination of two additional gene
segments, D and } (Tonegawa, 1983).

n addition to functional germline genes, most
species retain a pool of V,, pseudogenes estimated o
be approximately 30% of the tolal number of V,,
genes (Kodeira o al, 19806; Hsu et al, 1989). In
the human V3 family half of the genes are
pscudogenes (Pascual & Capra, 1991). Polymor-

hism studies of human V,, pseudogencs reporl
ﬁigh sequence  conservalion among unrelated
individuals (Pascual & Capra, 1991; Tomlinson et al.,
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Table ¥
l’t-frcnlmr ol hoogs an the My wilh carmuncol abrpctuees
&m}iﬁ
Hunun
furcvonad Human
Human geimhiw amin cnl Minwr Rabrbrit Kevppss
Loy perudagrins i wqueney  paeudiprnes | peudogries peeedog e
H! ) 100 n [ 1 i "
H2 4 » n 0 ® n

acid sequences is equal fo that in pscudogenes, while
for H2 the value is between that of functional
germline genes (36%) and pscudogenes (48%).
Considering that the structural divergence
‘maasurement in pseudogencs is significantly larger
than in the amino scid sequences, and even lnrger far
functional germline genes, the percentage of human
Vyu pseudogenes with sequence patlerns compatible
with canonica! structures is siriking. For mousc
udogenes the frequency of canonical structures is
;t:olgon the one corresponding to human, and
greater for the amino acid sequences (see
"able 1)."The' five sequences from rabbil have
‘eanonical struclure patiens in Hl and four
sequences for H2. The four sequences of Xenopus
nt canonical struciure in H1 and one sequence
s canonical structure for H2. The sequence of
elops (PaBa) has a canonical siructuse in H1 but for
mﬂwnﬂ‘xemhﬂw uence pattern that does not
match with the canonical structure.

Caronical siructure types for H1

Considering only those sequences with canonical
structures in the frst V,, hypervariable loap, the
rcentage of each canonical structure type for Hlis
shown in the first half of Table 2. Canonical structure
type 1 represents 94% of human pseudogenes and
100% of mouse pscudogenes, about 725% for human

functional germline genes and §2% for the amino
acud sequences.

It is worth mendjoning that while in most cases
human pseudogencs present the type 1 for H) {onl
Iwo sequences with the type Tm Table 2),
functional germline genes a signifcalive
proportion of types 2 and 3 of H1 (13% and 14%,
respeclively). Type 2 have Jow frequency in the
amino acid sequences (3.7%). The observalion thal
human and mouse pseudogenes, in most cascs,
present the type 1 for H) contrasts with rabbit andt
Xenopus pseudogenes which have the other two
canonical structure types.

Canonical shruclure types lor H2

The second half of Table 2 reports the frequency of
the canonical structure types for the second V,
hypervariable region. The frequencies of canonical
structures for this loop vary from one samplc to
another, although the canonical structure type 4 is
the least represented in all the samples.

Frequencies of canonical structure types from
human sequences are similar in the functional
fcrmlinc genes and in the amino acid sequences.

tuman pscudogenes do not presend sequences with
canonical siructure type 4. In mouse, the canonical
structure lype 2 is the most frequent. The above
indicates that unlike HI, where type 1 is the mosl

Table 2
Percentage of occurrence in the samples of different canonical structures
Samples
Pseudogencs
Human
Canonicalt funciional
structuie getmline Human aming
Loop \ype ) ALY ad sovquences  Human  Mause  Rabbit Xeworws  Bye Shark
oy e o) 118) ) ) a) s
\ 75 8 ™ 100 ) 80 0 —
Hi 2 12 4 ] 0 20 (1] [ -—
3 13 14 [} 0 Q 30 8 -—
(74) {140 {25) {18) 4 (4] — —
' \ » 28 28 1 25 0 - —~
H2 2 18 18 1D 78 5 1] — —
3 k2] 4R B 1 S0 10 -— -
4 ] i had 0 0 ] [ ] A —
4 Caroniaa! structures described by Chathua erat i b.
§ Number of sequences annl\ftﬂ '
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representative type of canamical structure amd the
most frequent in human pscudagenes, H2 displays a
helctogeneous disinbution of canomical struciuere

types

Canonical shruclure classes

The frequency of canonical structure classes in the
three sequence samples is shown in Table 3 As
previously discussed, H1 type 3 occurs in a lape
number of sequences in the three sequence data
bases (see 'lah‘c- 2). H2 types are rather variable
among, different samples - Thus, most uf e
combinations ocenr only between the canomcal
structuie type 1 for 11 and any one of the other
canonical siructure types of H2 Inpscudogenes thus
sule holds for sequences from all species, with the
solc eaceplion of une human sixquence (5% of the 3-1
class in Table 3) and one rabbil sequence.

For human functional germline penws and the
amino acid scquences, the 2-1 and 3-1 clasaes occur
with a relatively high percentape (see dable 3).
Correlation between these {wo samples is good fur
all classes.

Discussion

The finding of a vasl amount of pscudogenes
within the human V, and V,, genes of other species
studicd have posed several questions aboul ils
possible function in the inunune response {(Wysocki
& Gefler, 1989; Pascual & Capra, 1991). 1l has been

roposed that the number of mutations accumulated
in pseudogenes with respect to funclional penmline
genesis pincipally a funclion of. (1) the time elapsed
since inaclivation of the pene bas  occurred
{Blankensicin ¢t al, 1987); and (2) possible funclional
restrictions acling in the new siate of the proe
(Pascual & Capra, 190 Slondinsan of al, 1992,
McCormack et al., 1993). In psemdopenes of all The
species analyzed (principally from human), a high

Table 3

Percentage of canonical struclure clasws

Sanyples
Human  Humoan
funcironsl  aminao

Catw nical Human petmling aculd Minse
structule  pscudogienes penes sajuences paeudogiene
thss {19}t {74) (1o (15}
}-1 160 117 Ing 0n?
1-2 o 172 198 67
1-) 4.0 W7 374 0?7
1 133 40 oy no
2-1 00 no ¥ aun
-1 00 00 [414] [41¢]
2-3 090 00 0n !
24 0o [1])] ou (1Y)
3-1 50 120 12 ov
3-2 [+ 1] 00 ou [+E]
3-3 00 ob on oo
34 00 0o oo [{T]

4 Numbet o seprenees analyzed

thvvrgence was olwerwed inresidues delernuning tw
I, fold when compared with the functional germbine
gres and aminn acd sequences

Contrasting with the fact that ogencs have an
average of seven destiuctive mulations per sequence
outade the antigen binding sile, the inding that 69%
of i sequences have canonical siructures of M1 and
4R% ol ils seyuences have canonicalstruciures for 112
is quile surpnisuy, Inthe case of H2, havinyg, few ot
suences presenhing canonical structures mighi be
intimately related (o the fact that this I'?'pﬂvaliabk'
foop is, i general, bess conserved (Chothia et al,
1992) In akdition, the amino acid sequences have
cannieal structuie frequencies similar 1o those in
peendopenes The above combined with the results
that show 1hal pscudogenes from mouse and olher
sprars (s dtant from human as Xennpws and
clip) alsa prent a large proportion of canonical
shuctures renfurce themain result of this report, the
presence of canonical struclure sequence patierns in
human pseudogenes.

Peeudopenes are mol only more nwisy  than
functional germline genes and amino acil se-
quences, bul the number of multations is also more
variable among sequences as well. This observation
seems o point towards the need of analyzing if the
proesence of a large numbier of destruclive mutations
in the framewaork imply the absence of sequence
patierns of canonical siructures. Therefore, discard-
g from the analysis all those sequences with mare
than ten mustations (12 sequences), the percentage of
human pscudogene sequences wilth  canonical
structures was calculaled. The percenlages oblained
were 68% for HTL69% considering all sequences, see
Tabhe 1), aaud 82% for 112 (48% considering all
sevquencaes). For T, the percentage of sequence
patierns decreases, while for H2 it increases. These
tesulis seom o be an indicalion that o strony
cotpelation is it olwervad ietween large framwewark
mutatons and the alsence of canonical stiuchne
patteris in psewdogene hypervariable loops,

Sequence studies belween funclional germline
poeiws and pseudogenes have shown the existence of
a strong, evolutionary link belween the funetional
germline genes ad the pseudogenes belonging o
the some family (Pascual & Capra, 1991). Thus, the
consistency of resulls reporied §n previous sections
can be lesled by analyzing the conelation among
cmvwonical siruclures and functional germline gene
and pseudogew familics. The  distribution of
cananical structures codified by gene familics was
aalyzed. It was found in almost all cases that the
canonical  struclures thal are encoded by the
functional germline genes of some families are
encnded by pscudogenes that are members of the
same family (resulls nol shown). That is to say that
A vlose correlation in the canification of cananical
stiuctures amwd the sequence families between
functional germline genes and pscudopencs exists.

It has been praposed thal the seguence conserva-
tion ohservend in pseudugenes is due to germline
powe conversion {Haino ef al., 1994). As discussal
previously, almost all the V,, funclional germline
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enes present exnncal structunes (Chothay o ol |
Y2 &)mldcm‘; thas, st coshl be proposad ot the
presence of canamal structures i Vi preidopenes
reporind bere is due b getmbine peime g e
eves between fuinchional genmbine peies and
pscudogencs At present s fitm evidenes b been
presented  aboul the presence of somabd pene
conversion in human g geoes (Berck, 1993)

Howeser, o this iechanmism reatly contnibubs fo the
dhiveraty of the functional reperioie in humans,
then the proserce of cawneal siructures at i
by varpalile l-m,m of the Jhownn 'N'mlu,;mu--. vemh!
b cvenicnt for mainiaining e nstictione that
e beerstablinhiend that warh withitiw structurad
pepettivre penerated by the funchiona! geimine
roows AChothua el ol 1992)
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canonical slructure clacs conrrespamdc to the 111 canomcat strociore 1y e winde the second ane cortesporads o the 12
canoruca! structure type VIndicates that tha donop has an wncer i confutmation, Lhndwates an undelcrmimnd sequence
for this loop *Posibons that are primary reeponabbe fot the o welobiahin foh b coneerved features (8, bund ik shect,
T, inturne, §,inter-damare (IChothia eral , 19520 *Numbering dvan Chotbaartef (14023 ¢ T TR stopemdon nsethion:.
and delehons that produce frameshufl changes i the amnodod souenee wese chininatad trobitan the most cotpect Ig-bke
sequences The sequence V2147, from human paeadogencs bas i HHL the lengsth and sequence pattern conresponding,
10 canonical structure ¥ but, lacking the second half of the sovpence, nsidue 94, baang important for conformabion, it s
not known. The identity of this sepuence with nespoet tsther premdopens sequences avadable were calculated. A
scquence having B2 identity with V717 was Jound Suchasogoence s ancArgat posiion 94 Thus, we conclude that

V717 has the canonical structute type 1o 11

Materials and Methods
ig V. Sequences

In wrder to study the - canomnead strechunes i Iy VY,
pscudogene  sequences,  a multiple alignment was
formed for human  pscudupene  sovuences and all
pscudugene sequences Teparled b the other speciesian
the Genbank dala base releanes 83 (Hmne 1) The imam
sousce of Homo sapicss (human) pacinligene sopmnees
was the ditectary of pseudegene sequepces reported by
Tomhinson ¢f al. (1992). Human sequences obtamed by
scarching the nodeotide sequence data base were
compared with the above-mentonuad dieetony Thiwe
sequences that have 95% or more mlenlity wath o
mote sequences of the dnectory of Jambinson et ol (1992)
were  discarded  Bom  the  anahysis. Incomplvte
sequences that do not encode at least aoe o the twa
hypervariable loops (HY and 112) were discarded. W
found 14 additional V', sequences aut of a tetal of 53
sequerces. Concerning other species, the aumber of
pscudagenes  sequences found werer M s
(mousc), 21; Oryctolagus crmgnhis (rabat), 5, Netagris
Iravis (Xenapus), 4, Heleradontns froucisct (shak), | and
Elops saurus {clops), 1.

Two additional multiple alignmuents were forwd
lo compate the results of human pseudepenes. one
for human V, funclional gerndine gris, and theotherone
for human Vi, aming acid segquences The muluple
alipnment of human functional pesmlme geses was
oblaimd frum Tambnson ¢ al. (1992) The welliple
alignment of human V,, amnina acind sequences was
constreciad considering all laonan Vi matane seguences
Wp&"l\‘\l h}- Kabat ¢f ot (1001), thus mabars o todal of 329
sequences.

Classilicobon ol psevdogenes sequences by
residue idenities

Sequetwes ol Vi funetinnal germbine genen have beca
chveatiod intiy iy estabhshed famibies (Pavennl & Capra,
A Tmbos o ol (F2) have assapiund huiman
pecaddogenetothe unchonal permbine gene fanuhies This
elvahicatinon war amplemented according 1o the anm and
plonty afeacloprceadopene sequemee with el from
ditterent tonchal penmline peoe fannhie. Apply iy, this
mottunl, the M addinonal human paeudopene sequenies
and preudogenes fram the ather spoctes were assipned Lo
the funchonal permbie geoe famibns eshablinhied by
Tomhnown et 0! (1992) (lgore 1),

Structural divergence measurement

Analysisnf of knoven thiee-dimenannal siruchie ha
shown that V, and Vi, damains containafargely oonserved
{bebect framewarh (Ameel & Paljak, 19791 Resrdues
mainly nsponsible for the structural consenvad feptures m
te-vatiabie domais have been praposad by Chathia ¢f al.
{I98S) based o structural constferations (e top of By
ute 11 B each framwewark position, severn] amine pod
peidues apprar natnatly in the Vy domains of I {Chaothia
¢t ol 1948} For he purposes of the presenl analysis thise
positions not having any of these amiowacid residues were
convaduind as defective o mutated. This proceduie was
cattid il b every sequence ineach sample, The average
number of defechinge positions per saoence in vach samplhe
was vahudatal by the standard mwthed of dividing the
total numbes of defeetive pesitions hy the lalal nnmber of
s e i each sapple Soacla desciption of sequene
oo diverpence mipht be considered as an
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overuimplifi, ahon uf th subaitubon prowess siney sHas 3
well-establishes fact that proveans arc capable, at hoas

rhally ol .'ﬂmlqu.um the eftivie o mutatione
Chothuaria’ 19SS Inthis analysis howewer, the paarps
was lo eslimate a divergen o measurement of cack s
with respect 10 some slandard of aeference

Detlermination of canonical struciures and canonicat
struciure classes

Canorucal structures for H1 and H2 in preudopene
sequences, funchional germline genes. andd anun acud
srquences were determined on cach muliple ah{:nm« ntby
the sequence paticrns as defined by Chothia et a! (Chothia
& Lesh, 1987, Chothua o1 8!, 1984, 1992, Tramontar el al,
1990). In order 1o search for these patterns in the three
mulhple sequence alignments, all comvnbions of pumber.
ing. placement of inserhions, Jength and locabizatian i
sequences of hypervanable Joops are unhzed as reporied
by Chothia el & (1992)

Canonical structure classes ax dehiond by Chaothaa i !
{1992) arc the diflerent combinabions ol cananeal structury
types for HY and H2 These classes are aumbgeied in the
form N-M, N boing the number of the H1 canonical
struciure and M the contesponding one for the H2
structure,
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Abstract

I the structural repentonre of immunoglobuling free to adopt an almostinfimite
number of conformanons of does it tahe advantage of only a few conformations to build the
diversity of the immunc response? In thus paper we study this queshon by applying the
canonical structure madel 1o the characterization of the structural fepertore of the
immunoglobulin The results show that, from 300 possible different canonical structures
classes (combinations of canonical structures i five of the six hypervanable loops that
forms the antigen-binding site), merely 10 combinations comprise about the 87% of the
roughly 400 sequences analvzed Additionally, it was observed that H2 and 1.1 arc the mam
determinants of the structural vanability of the antigen-binding site. The possible functional
sigmficance of these results was correlated to a classification of the antibodies in terms of
their gross specificity. Two sets of canonical structure classes were found. once of them with
preference for some types of antigens like protemns, polysacchandes or haptens, and the
other with multi-specific binding capabilities. Analysis of anubodies of  known
three-dimensional structure show that the spectfic classes cach present a particular overall
geometry of the antigen-binding site, In contrast, in at least one multi-specific class, it was
obsenved that changes in the general geometry of the antigen-binding site are produced by
different conformations of H3. The imphcations of these results for the molecular
recognition proeess mediated by immunoglobulin are hereby discussed.

1. Introduction

Antihody molecules arc highly antigen-specific receptors of the immune system.
Antigen-antibody interaction involves the variable domains cach composed of a two A-sheet
framewark (Amzel & Poljak, 1979). The anugen-binding site 1s composed of six
hypervanable loops; three from V, and threc from V| denoted H1, H2, H3 and L1, 1.2, 1.3
respectively (Wu & Kabat, 1970, Poljak ef al., 1973). Genetically, L1 and 1.2 are encoded
by the V, gene, while L3 1s produced by the recombination of an additional gene segment,
J,. In a similar way, H1 and H2 are encoded by the V,, gene, and H3 is a result of the
recombination of two additional gene segments, 1) and J,, (Toncgawa, 1983).

Analysis of antibodies of known three-dimensional structure has revealed a small
numbcer of main-chain conformations or canonical structures for H1 and H2 as well as for
L1, L2, L3 (Chothia & Lesk, 1987; Chothia er al., 1989, Tramontano er al., 1990).
Canonical structures in five out of six hypervariable loops imply that only a few main-chain
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conformations are present o large set of antibody molecules with difterent toop sequences
A canonical structure 1s determined by (1) the Toop size and (2) by the presencee of certin
residues at key positions, in both the loop and the framework regions (Chothia & Lesk,
1987 Chothia er al., 1989, Tramontano ef al,, 1990). On basis of this pattern that relates

the sequence and the three-dimensional structure of the hypervaniable loops, analysis of

functiona} germline genes (Chothia e al,, 1992, Cox er al., 1994, Wilhams & Winter,
1993), pseudogenes (Vargas-Madrazo er al, 1995a) and mature amino acid sequences
(Chothia er al., 1989, Vargas-Madrazo er al., 1995b) show canonical structures in almost
all the lg sequences.

From a functional point of view, it has been suggested that there are some
geometrical features of the antigen-binding site that correlate with the type of antigen
recognized (Davies er all, 1990, Wilson er al, 1991, Wilson & Stanficld, 1993). For
example, anubodies specitic for small molecules have concave antigen-binding sites,
frequently found as a deep “pocket” or “groove”, while antibodies that bind larger
malecules, such as proteins, have flat antigen-binding sites (Rees & de la Paz 1986, Bolger
& Sherman, 19910 Wilson er o/, 1991). Following this suggestion and the fact that
canonical structures are present in almost all the g scquences, one can expect that certain
combinations of canonical structures correlate with the type of recogmzed antigen. If some
correlation between the general architecture of the antigen-binding site and antibody
function is found, this will provide insight into the general mechanism of the molecular
recognition mediated by Igs. In addition, heuristic schemes based on this correlation could
be useful for more rational de novo design of antibodies of desired specificity.

In order 10 study the above proposition, the concept of canonical structure classes
as the combination of canonical structures in H1 and H2 proposed by Chothia er al. (1992),
1s extended in this paper for the combinations of canonical structures in H1, H2, L1, L2 and
L3. The concept of canonical structure classes allows us to characterize the structural
repertoire of Igs. The possible correlation between difterent canonical structure classes and
the recognized antigen was then studicd by classifying the antigens in term of their gross
chemical and biochemical nature, for example, protein, polysaccharide, hapten, ete.

Concerning to H3, it has been proposed that this hypervariable loop is the main
contributor to the specificity of the antigen-binding site (Kabat er al,, 1991a; Wu et af,,
1993, Wilson & Stanficld, 1993; Wilson & Stanficld, 1994a; Padlan 1994). On the other
hand, for H3 no canonical structure has been described at present (Chothia & Lesk, 1987,
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Wilson & Stanfickd, 1993) Thus, i order to charactenize the role of this hypervanable loop
in relation with the 1g spectfiaity, we analyzed the fength distnbution of H an relation to the
gross specificibes above mentroned.

Finally, to find out the general geometnie features of the antigen-bindimg site
relation to the canonical stucture classes and the role plaved for H3 in the Tg speaficity, the
Igs of known three-dimensional structures were examined  Based on the results obtamed m
the analysis here presented, a general mechanism for the molecular recognition mediated by
Igsis prohnscd

2. Results

a) Distribution of canonical structure classes in the Ig sequences. For five of
the six hypervanable loops that form the antigen-binding site, several canonical structure
twpes have been desenbed at present (Chothia & Lesk, 1987, Chothia er al., 1989, Chothia
etal, 1992). Three canonical structures types have been identified for H1, four types for
H2, five tvpes for L1, one tpe for 1.2, and five types for 1.3 (Chothia & Lesk 1987, Chothia
et al., 1989, Chothia er al., 1992). From these canonical structure types, the total number
of expected canonical structures classes for the 1gs can be computed. Thus, the expected
structural repertoire of Ips should comprise 300 canonical structure classes.

In order to study the canomical structure classes occwring in the functional domains
of Igs, the V, and V, scquences compiled in the Kabat's Data Base (Kabat eral,, 1991b)
were examined. From approximately 4000 sequences reported in the Kabat's Data Basce for
cach V domain, not all the sequences have the complete information to be analyzed. That
15, the sequences should fulfil three main eritenia to be sclected for the analysis. First, its
should have V), and V, sequences for the samie antibody. Second, the sequences should have
the patterns corresponding to canonical structures for Hi, H2, L1, L2 and L3. Third, the
scquences should have known specificity. Application of these criteria to the total amount
of sequences in the Kabat's Data Bases gives a sct of 381 sequences (see Malerials and
Methods scection for details).

Analysis of the 381 uscful sequences shows that, from the 300 expected canonical
structure classes, only 29 classes are found. If only are considered those classes which have
over the 2% of the total number of the sequences analyzed the result is more surprising.
Thus, ten classes (sec first and second columns of Table 1) comprise the 86.9% of the
sample. That is, a mere 3.3% of the expected canonical structure classes represents roughly



the 87% of the Ig sequences useful for the analysis. These results indicate that the observed
stuctural repertotre of Igs s restneted 1o use preferentially s small number of combunations
of canonical structures in five of the six hvpervarable loops that form the antigen-hinding
site.

Another sipmificative feature of the observed structural repertoire of 1gs rasing for
the above results is that, H1, L2 and 1.3 alwavs appear with the canonical structure type )
(see first column of Table 2) This means that, 1, 1.2 and 1.3, do not contribute to the
variation of the most frequent classes in the lgs. only H2 and L1 change from one class to
another.

h) Canonical structure classes and gross specificities. ascd on the previous
results, we shall now analvze the speaficitics of the ten classes with highest frequeney, With
this aim, a classification in terms of gross chemical and hiochemical nature of the recognized
antigen was intraduced (see Matenals and Methods section). The results are reported in the
columns three to cight of the Table 1. It should be noted that the speciticities in these
columns arc avanged in decreasing order of anhgen size, from protein to hapten. At a first
approximation, this scale represents the convexity degree of the antigen surface.

'The classification of the antigens based in chemical and biochemical criteria here
proposed oversimplifics the complexity of the epitope structure, However, with this simple
procedure two main groups of canonical structure classes can be found. In some classes one
or two specificitics appears with 8 high frequency, whereas in other classes, several
specificitics occur with similar frequencies. Therefore, based on these two types of
distribution respect to the specificity, the canonical structure classes can be classified as
specific 'S' or as muluii-specific 'M' (sce last column of Table 1 and table footnote).
Following this classification, six classes are preferentially specific for one type of antigen,
while the remaining four classes are multi-specific. The former represent about half of the
scquences comprised in the 10 oflen occurting classes. Moreover these classes cover almost
all the antigen typcs, from protein to hapten. The multi-specific classes on the other hand,
appear capable of interact with various types of antigen and represent the other half of the
sequences. '

¢) H3 length and its contribution to the diversity of the antigen-binding site. At
present no canonical structure has been identified for H3. Recently, Wu er al. (1993) have
analyzed the distribution of H3 lengths in the Ig sequences. They observed that the H3
lengths distribution from diflerent species resembled an aleatory process. From such study
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has boen suggested that the role of HAU s aintmatedy related to the fine speafiany of the Tes
(Wu eral, 1993)

In Table 2 (column two) the frequeney distribution of all the sequenees reported
i the Kabat's Data Base as o functon of the H3 length is reported The columns three to
ctght shows the distribution of H3 lengths i terms of the sequenee specificity. For all
sequences as well as for the specificities the distribution s similar. Those H3 with medium
length (from 7 to 13 residuesy have frequencies rather large. This range of lengths represent
72 5% of the sequences. The frequeney of sequences with long loops (more than 14
residues) 1s also considerable large, comprising the 20.4% of the sequences. This 1s more
cvident for anu-protein and anti-surface sequences. In spite of that, the frequencies as
function of 13 length for cach specificity resemble s Poisson distribution, like in the analysis
of Wu er al. (1993) for species. This observation suggest that the tength of H3 s
mdependent of the gross specifieaty.

d) Three-dimensional analysis of the Ig structures. 'The results presented in
Table 1 show the existence of six specific classes and four multi-specific classes. In order
to find the structural features of the canonical structure class associated to the differences
in specificities above described, the three-dimensional structures of the Igs reported in the
PDB (Bernstein er al, 1977) were anahvzed.

In the case of specific classes, those that preferentially bind the largest and the
smallest antigen types were seleeted for the structural analysis. These are the class 1-1-2-1-
1, preferentially specific for proteins and classes 1-4-3-1-1 and 1-4-4-1-1 preferentially
specific for haptens, The most abundant class both i sequences and in structures, class 1-2-
2-1-1, was sclected to be analyzed among the muiti-specific classes.

In Figure | the superposition of the Ig structures corresponding to the class specific
for proteins 1s presented. ‘The surface of the antigen-binding site is relatively flat,
independently of the amino acid sequence of each particular molecule, that can alter this
character only shightly. This obscrvation is consistent with Wilson er a/. (1991) suggesting
that antibodies that bind larger molecules, such as proteins, tend to have flat antigen-binding
sites. In the anti-hapten classes the antigen-binding site (Figure 2) presents a very deep
clefl, approximately 10 A decp and 15 A long. Differences in geometry from an antibody
to another do not change the general geometry of this cleft. This is also consistent with the
suggestion of Wilson e al. (1991) for the general geometry of antigen-binding site of the
anti-hapten Igs. In these anti-hapten classes, the two walls of the clefi are built by the
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hypervanable loops T2 and 11 ATl the antigens found in these ervstallographie structures
are bound i some region close o the bottom of the elefl This feature should atlow the
antibody to maximize the contact surface between this highly concave part of the antibody
and the smaller molecules 1 would be very difficult to tighthy tand o globular proteimn to this
surface because the arca i contact at the tips of the cleft, would not be sufficient 1o provide
interactions capable of producing a high binding constant. Thus, it can be concluded that
both anti-hapten classes analyzed have a general geometry of the antigen-binding site
formed by a deep clefl, in which all the antigens are bound. In addition this geometry
exclude the possimhity of bind large molecules ‘These structural features allow 1o
differentiate the specilic class for haptens from specific class for proteins.

Concerning to the multi-specific canonical structure class selected for the study (1-
2-2-1-1), four structures belonging this class are displayed in Figure 3. Specificities as
diverse as for neuramumdase and for arsonate are found among these molecules. The genceral
geometry of the antgen-binding site results rather flat (see Figures 37772 and 3b). Lven

though, a central hole appears m some structures (see Figure 3b). The distinctive feature of

the antibodies in this class is the large conformational differences in H3 (Figure 3a). This
allow to classify the H3 conformations in open and twisted (see Figure 3¢) When 13 is in
an open conformation, the antigen-binding site presents a central hole as in the anti-
phenylarsonate Ig. In contrast, when H3 is in a twisted conformation, the antigen-binding
site results in a relatively flat surfuce. The twisted conformation s found in two antibodies:
onc binds a protein (ncuraminidase), and the other binds a hapten (arsonate). In the anti-
arsonate Ig the hole is not comipletely closed, and the hapten, being very small, is bound in
the hole (cita). Thus, 113 works as a lid, covering the arsonate. This observations indicates
that the surface of the antibodies i this multi-specific class, being tlat can present a central
hole depending on the conformation adopted by H3. Therefore, the differences in the
geometry of the antigen-binding site allows the antibodies in this class bind both, large
antigens and small molecules.

3. Discussion
In order to characterize the structural repertoire of Igs, in this paper we have

studied the distribution of canonical structure classes for the antigen-binding site of a set of

381 V domain sequences. From 300 expected combinations of canonical structures that
should comprisc the possible structural repertoire of Igs, only 29 canonical structure classcs



arc observad in the 1g sequences Ths result suggest that the observed structural repertonre
of the Igs include a very small amount of the all possible combinations of canomea!
structures. Morcover, within the observed structural repertorre roughly the 87% of the
sequences are comprised i only 10 canonical structure classes

Aninteresting feature of the 10 often occurring classes is the conservation of the
canonical structure type 1in H1, L2 and 1.3, The canomical structure type | s the shortest
conformation for these hypervanable loops (Chothia & Lesk, 1987). Topologically, these
three shorter and conserved loops alternate with the three other loops of vanable length to
form the antigen-binding site (H2, H3 and 1.1, see Figure 2¢ to notice the relative Jocation
of cach hypervanable loop in the antigen-binding site). Thus, variations in the length of H3,
1.1 and 12 can be related with the gross specificity of the antibody, Bolger & Sherman
(1991) have suggested a similar proposition for H3 and L1,

In functional terms, the 10 canonical structure classes that mainly conform the
observed suuctural repertoire of 1gs can be classified in two main groups in relation with
their ability to binds different types of antigens (see Table 1). One group has preferences for
certain antigen type, such as proteins or haptens, while the other group has multi-specific
capabilitics. Within the specific classes the length of H2 and 1.1 correlate with the type of
recognized antigen. That 1s, antibodies with short loops in H2 and 1.1 (canonical structures
class 1-1-2-1-1) are preferentially specific for large antigens (proteins). In contrast,
antibodies with long loops in H2 and L1 (canonical structure classes 1-4-3-1-1 and 1-4-4-1-
1) are preferentially specific tor small molecules (haptens). The three-dimensional structures
analyzed for these classes have acknowledge of this finding.

Regarding to H3 (the other loop of variable length) our results from the sequences
studies, indicate no corrclation between the length and the gross specificity at this
hypervanable loop (sec Table 2). In the threc-dimensional structure of the specific classes
analyzed it can be noticed that this loop is not essential in determining the geometrical
features of the antigen-binding site (see Figures 1 and 2). Thus, the contribution of H3 to the
recognition capabilities in the specific classes seems to be more related to the fine specificity
of the antibody. However, in the threc-dimensional structures of the multi-specific class
analyzed, it was concluded that the conformation of H3 is the main responsible of modulate
the geometric charactenistics of the antigen-binding site (see Figure 3).

The above results taken together suggest thal, differences in the role of H2, H3 and
L1 gencerate the main groups of canonical structural classes that form the observed structural



repertoire of Igs Ina fisst gross Jevel of anugen-aniibody interaction. antibodies with sinnlar
geometrical charactenisiies in the antigen-binding site recogimizes type of antigens wath
similar overall geometrical features This gross level of recogmtion i the speaific classes,
is determined by the length of 112 and L1 In the multi-specific ¢lass, the first Jevel of
antigen-antihody recogmition is deternyned mamly by the H3 conformation. In both cases,
on the other hand, the further fine adjustment for a high aflimty of the anbgen-antibody
interaction should be contributed by (1) side-chain interaction of residues mamnly at most
variable positions within the hypervanable loops (Alzars er ol 1990, Mian et al, 1991,
Padlan er al., 1995); (2) conformationa) rearrangements of the antibody an response to the
ligand binding (Wilson & Stanficld, 1993, 1994a). and (3) water molecules at the antigen-
antibody interface (Manuzza & Poljak, 1993, Wilson & Stanficld, 1994b). Then, one can
speculate that the process of molecular recognition mediated by Igs would comprise two
main components: a gross geometrical complementarity: manly determined by the
combination between H2 and 1.1 or by H3, and a fine complementarity, given by the three-
above-mentioned components. According to this proposition the fine complementarity of
the antigen-antibody interaction. first presupposce an adequate level of shape recognition as
was early suggested by Pauhing (1945). The scheme of vanation by HIAL for specific
classes that comprise about half of the observed structural repertoire of 1gs, 1s useful as o
framcwork to explain overall features of the mechanism of immune recognition mediated
by Igs. In addition, this scheme makes possible to start from eertamn combination of
canonical structures in order to design antibodies of desired specifieity.

4. Matcrials and Methods

a) Ig sequences. The lg scquences were obtained from Kabat's Data Base (Kabat
et al., 1991b) via the internet on-line service in August 1994, The total set of sequences
comprises 4565 sequences for V), and 3377 sequences for V,. From this sample the number
of scquences considered for the computation of the distribution of canonical siructure classes
was 381. This number results from several restrictions that must be satisfied by the
scquences 1o be considered in the study. These include: 1) The sequence must be complete
(3118 and 2415 sequences for V,, and V|, respectively); (2) Both domains (V,, and V) of
a given antibody must have reported (1192 sequences), (3) The sequences must
simultancously have sequence patterns compatible with some canonical structure type
(Chothia & Lesk, 1987, Tramontano er al., 1990) for H1, H2, L1, L2 and L3 (415
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sequencees), and (3) The sequences neads to have reported its speaficmy (3R] sequences)

(b) Determination of canonical structures and canonical Structure classes,
Canonical structures for HEL 2, L1 L2 and 1.3 the sequences were determined following
all conventions of numbering, placement of nsertions, length and locahzation of
hypenvanable loops proposed by Chothia er @l (Chothia & Lesk, TOS7, Tramontano et al.,
1990) Scquence management, analysis and determination of canonical structures were
made using the VIR package developed in our group (Almagro er al,, 1995). Canomeal
structure classes were defined as the different combinations of canonical structure types for
HI1,H2, 11, 1.2 and 1.3,

¢) Determination of the length of H3. The 13 s @ harpin Joop that: begans at
position 95 and ends at position 102 according to the conventional numeration of Kabat ¢r
al. (1991b). There is a maximum number of 19 residoes for the fength for T3 (positons 935
to 102 plus positions [00a to 100K). Nevertheless, sequences with lengths of up to 20
residucs have been reported (Wu er al,, 1993). However, the number of sequences with very
long fengths 1s stall and represents extreme cases in the sequences. We consider only those
sequences that it into the conventional numeration of Kabat that allows a maximum of 19
residues for H3 for the present analysis,

d) Definition of general specificities. A classification in tenms of the chenneal and
biochemical nature of the antigen was introduced. The following groups of antigens were
defined: (1) protein, (2) surface antigen (3) polvsacchande, (4) nucleic acid, (5) peptide,
and (6) hapten. The sample of 381 V,;, and V, sequences comprises 130 ditlerent
specificitics, distributed as follows: 64 specificities for protein, 10 specificities for surface
antigen, 4 specificities for polysaccharide, 11 specificities for nucleie acid, 10 specificities
for peptide and 27 specificitics for hapten. There are several considerations about this
classification. PROTEIN: If an antibody recognizes a soluble or membranc-imbibed
protein. The recognized protein could be an immunoglobulin itselll Obviously there could
be many cases in which the determinant recognized by the antibody is a glyco or glyco-
peptide region of the protein. This information 1s not considered in this classification.
SURFACE ANTIGEN: There are many cases in which the specificity of the antibody is
ambiguous, as in "anti-RBC" or "anti-E. Coli". For these cases, an ambiguous group of “anti-
surface antigen” was defined. It is expected that most of these specificities were anti-protein
or anti-polysaccharide. POLYSACCHARIDE: All the carbohydrate polymers recognized
were considered as members of this group. NUCLEIC ACID: DNA, RNA, single chain,
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double cham and any compound formed by nucleotide are so classified PEPTIDE: Defined
as a scgment of a protemn or a small natural polypeptide hke "angiotensin™ HAPTEN. Any
small molecule is considered as hapten Antibodies that recognize hipids and catalytic
antibodies were included within this group.
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Tables Footnotes and Figure Captions,

Table 1,

a) The classes are numbered in the form M-N-0-P-Q; M being the type of
canonical structure present in H1, N the corresponding one for the H2, O the structure tor
L1, P the structure for 1.2 and Q the structure for L3, b) The percentage for cach canonical
structure class in respect to the total number of sequences analyzed. Only classes with more
than 2% are reported. ¢) Specificities as defined in Materials and Methods section. The
percentages are normalized to consider the differences in the number of sequences analyzed
for cach gross specifiaity. The normalization implies that 1o calculate the percentage of each
specificity within a class, the number of sequences is multiplied by a factor obtained from
dividing the total number of sequences analyzed (381) by the number of sequences found
for the specificity. This normalization make the percentages independent from the number
of scquences analyzed for each specificity, d) Classification of canonical structure classes
as specific or mulu-specific. In the analysis of the distribution of percentages of classes by
general  specificity  the classes are grouped accord 1o the form of the percentage
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distribution I n the class a specificity has more than 50% of the sequences, the classas
catcgonized as speaific and a 'S s assigned. If a speaificity with more than 50% does not
appear i the class, the class is categonized as multi-spearfic and s Jabeled as'M'
Table 2.

a) Distnbution H3 length b) ‘The percentage for cach fength in respect to the total
mimber of sequences analyzed ¢) For cach speaifieity the pereentage of each H3 length with
respecet to the total number of sequences of the specifieity is reported.

Figure.l Ig stuctures within the canonical structure class 1-1-2-1-1, This is a class specific
for proteins. The superposition of the structures correspond to HYHEL-10 antibody, in blue
(PDB entry: 1H1IFM) and D1.3 antibody, in vellow (PDB entry: 1FVI) Both Igs arc anti-
lysozyme antibodies but against different epitopes. The solvent aceessible surface (1.7 A
rolling sphere) of the hypervariable loops {Kabat er al., (1991b) defintion] s presented to
be able to appreciate differences denved from different side chains.

Figure.2 lg structures in the canonical structure classes 1-4-4-1-1 and 1-4-3-1-1, Both
classes are specific for hapten. Superimposed structures are: 4-4-20, anti-fluorescein, in
magenta (PDB entry: 4FFAB), BV04-01, anti-trinucleotide, in white (PDB entry: 1CVB),
MCPC6013, anti-phophonicholing, in green (PDI3 entry: 2MCP). (a) Ca representation. (b)
Ca representation and stick and boll of the bound antigens. (¢) Ca representation, bound
antigens and the solvent accessible surface of hypervariable loops (see figure 1 for
definitions) from BV04-01 structure. (d) Solvent accessible surfaces for all the antibody
molecules.

Figure.3 Ip structures in the canonical structure class 1-2-2-1-1. This is a multi-specific
class. Superimposed structures arc: 36-71, anti-phenylarsonate, in blue, (PDB entry:
6FAB), R19.9, anti-arsonate, in white (PDB entry: 2F19); 4DS, anti-P 185" in magenta
(PDB entry: 1FVC). NC41, anti-ncuraminidasc, in yellow (PDB entry: INCA), (a) Ca
representation. (b) Molecules with twisted H3. It is possible to observe the hole in which
the hapten binds in R19.9, which is partially covered by the twisted H3. (¢) Comparison of
two structures, one of them with H3 in twisted conformation (anti-arsonate) and the other
with an open conpformations (anti-phenylarsonate). Slice of the structures show the hole
present in structures with H3 in open conformation,
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Table 2. Lenght distribution of the third bypervariable loop of the beavy chain.

Percentage General specificity’
hn'hf of the
length® . o
Protein  Suriace Pohysac- Nucleic Peptide  Hapten

antigen  charide acid

0 0.0 0 0 0 0 0 0
1 0.0 0 0 0 0 0 0
2 0.0 0 0 0 0 0 0
3 0.3 0 ) 0 } 2 0
4 1.2 1 0 10 | 2 0
S 5.2 2 0 2 4 0 12
6 2.3 2 3 ) S 3 )
7 6.6 7 13 4 S 12 6
8 8.8 10 8 28 3 18 s
9 18.6 3 M 19 13 17 18
10 12.5 9 13 1S 16 13 14
1} 11.8 14 6 i1 17 12 8
12 12.8 8 5 2 12 8 23
13 6.1 8 4 4 10 ¥ 3
4 3.6 4 3 K 6 S 3
15 2.3 5 1 0 2 0 |
16 2.8 3 10 0 3 0 1
17 LS 3 | 0 1 3 0
18 3.4 6 4 0 1 2 3
19 3.6 6 8 0 3 0 2
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S, CONCLUSION,
&.1. Principales Resultados de 1a Investigacion.

8.1.1. Paqucte de computo.

La implementacion del paquete de compute VIR constituye en st un resultado
novedoso de la investigacion, va que este paquete permite la administracion y anahsis de
sccuencias de receptores del sistema inmune con posibilidades y criterios anteriormente no
descritos en lo hiteratura. Las principales cualidades del paquete son:

a) Ambicnte grifico amigeble al usuano,

b) Actualizacion instantdnea de la base de datos de secuencias de receptores via
Internet.

¢) Brinda informacion detallada sobre la base de datos, incluyendo los atributos
funcionales mas importantes relacionados con las sccuencias.

d} Construccién de sub-muestras en base a uno o vanos criterios de scleecion.

¢) Andlisis de vaniabilidad mediante tablas de uso de aminodcidos ¢ indices de
variahilidad.

f) Andlisis de patrones de secuencia de estructuras candnicas por scparﬁdn y/o de

acuerdo al concepto de clases propucsto por nuestro grupo.

§.1.2. Estudio del repertorio estructural en pseudogenes.

a) Utilizacion de criterios estructurales para determinar el estado funcional de
pscudogenes del dominto variable de Igs.

b) Los pscudogenes de genes variables de la cadena pesada presentan estructuras
canoénicas en un porcentaje elevado muy similar al observado en sccuencias de aminoacido

funcionales de Igs.

¢) La distribucion de tipos y clases de estructuras canédnicas es muy similar en
genes funcionales y pseudogenes.
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d) 1Los resultados obienidos brindan evidencias experimentales adicionales a las
descritas en I hiteratura respecto al posible papel que los pseudogenes de Tes pueden jugar

en la gencracion de o diversidad de la respuesta mmune.

5.1.3. Repertorio estructural de 1gs.

a) La presencia de un tipo de estructura candnica en una lazo mslada no s
suficiente para determinar lo especificidad general del anticuerpo

b) De las 300 posibles combinaciones de estructuras candnicas en ¢} sito de
union, solo 10 clases representan mas del 83% de las 380 secuencias estudiadas. lres
clases representan el 50% de las sccuencias.

¢) Solo H2 y L1 contribuyen significauvamente a Ja diversidad del repertono
cstructural. |

d) Realizandr un estudio amphado que incluye mas de 600 secuencias se abtienen
resultados muy similares a los de la mucestra onginal de 380 sccuencias, TLa base de datos
de 380 sccucncias incluve 110 especificidades. Estos dos resultados swmentan Ja
confiabilidad de los resultados obtenidos.

¢) Al analizar la distribucion de clases respecto a los grupos de especificidad
general propuestos, se encuentra que existen dos tipos de anticuerpos de acuerdo a la clases
que presentan: 1) aquellos que ticnen preferencia por una especificidad general, v 2)
aqucllos con capacidad para unirse a cualquier tipo de antigeno.

{) La determinacion de la longitud de H3 por separado no presenta correlacion con
la especificidad general de la lg.

g Elestudio de la combinacion de H3 con las clases presentes en las cinco lazos
restantes no permute observar correlacion clara con la especificidad de las Igs. Esto indica
que la participacion de H3 en la especificidad involucra propiedades geométricas y fisico-
quimicas mucho mas complejas que aquellas relacionadas con la longitud de H3.

h) El estudio de la estructura tridimensional de las Igs permite interpretar en

términos geométricos de manera coherente os resultados obtenidos a partir de secuencias.
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f) La anterpretacion de tos resultados de estudios de secuencins v de estructura
triidimensional permite proponer un modele de reconocimiento imune gue pchuye dos
componentes, 1) una ctapa de reconocimiento grueso donde la propiedades geometricas
generales juegan ¢l papel principal, ¥ 2) el ajuste fino que imphea la optimizacion de la
complementaridad geometriea y quimica se da posteriormente a traveés de sustituciones de

aminoacidos fundamentalmente en las posiciones hipervanables.

8.2, Conclusion,

L.os resultados obtenmidos ¢n 1a investigacion que se llevo o cabo durante ¢
doctorado aportan numcrosas evidencias acerca de la existencia de patrones en ¢l
mecanismo de Reconocimiento Molecular de las 1gs. Los trabajos presentados aqui son Ja
continuacion de los estudios que sobre la distribucion de aminodeidos por posicion se
realizaron durante la maestiia (Vargas-Madrazo v col. 1992, 1993, 1994, Lara-Ochoa y col,
1994, 1995, Almagro v col. 1995). De estas investigaciones se concluye la existencia de
fuertes restriceiones en el uso de aminodcidos tanto en las posiciones relacionadas con la
estructura del sitio de union como en las posiciones hipervariables relacionadas con la
especificidad del anticuerpo. Se encontrd ademas que ciertas propicdades fisico-quimicas
s¢ manticnen entre anticuerpos de diferente especificidad y que esto ¢s independiente de la
muestra analizada. En los trabajos presentados aqui se encuentra que también a mvel de
estructura tridimensional existen fuertes restriceiones cn la geometria del sitio de union,
Considero que no obstante los sesgos encontrados & varios niveles de organizacion y
funcionamiento de la respucsta inmune es indispensable conjuntar este modelo con la
propiedad de alta espeaificidad de la respuesta inmune. Esta capacidad de gencrar
respuestas de exquisita especificidad constituye indudablemente una de las propiedades
esencialesdel sistema inmune que deben ser explicadas por el modelo de reconocimiento
inmune. Los resultados v ¢l modelo expuesto aqui y los expuestos por otros autores
mencionados en los antecedentes intentan poner un poco de orden en el estudio de este

sistcma (Kabat y col. 1991a). A partir dc la reduccion en la complejidad del modelo que
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describe al sistema es como podemos intentar comprender Tos aspectos particulares de

respuestas inmune especificas ¢antegrar toda esta informacion en un modelo global
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