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Resumen 
El objetivo principal de la presente tesis es el estudio de las características geométricas 

generales del sitio de reconocimiento de las Inmunoglobulinas (ígs). Se pretende a partir de este estudio 
encontrar ciertas reglas en el mecanismo de reconocimiento molecular mediado por Igs. Lo anterior se 
lleva a cabo mediante la utilización de técnicas de análisis de secuencias y de estructura de pmteinas. 

El reconocimiento especifico en el sistema inmune es mediado por dos familias de proteínas: 
los receptores de célulasjr (Tcr's) y las Igs. El sistema inmune es capaz de generar receptores específicos 
contra un enorme número de moléculas. En la actualidad existe una explosión sin precedentes im la 
cantidad de infbrmación tanto en secuencias como en estructuras de Egs. La utilización de esta 
infomiación mediante esquemas organizados de análisis permite el estudio de las propiedades generales 
y particulares del reconocimiento mediado por Igs. Asimismo, gran cantidad de datos funcionales como 
son; especificidad, afinidad, especies, etc. están disponibles. Corno parte del trabajo investigación dd 
doctorado se implementaron un conjunto de programas de cómputo que permiten compilar, manejar y 
analizar las bases dates de secuencias de Egs. Utilizando esta herramienta se pueden realizar estudios con 
una enorme cantidad de datos que involucra tanto información estructural como funcional. Se presenta 
el articulo correspondiente donde se reporta el paquete de programas (VER) y ejemplos de la aplicación 
de el programa al estudio del reconocimiento inmune. 

El sitio de unión al antígeno de las Egs se encuentra tibmia(k) por seis lazos o "loop? 
hipervariables. Estos lazos conectan las hebras beta que tibrman el andamiaje conservado típico dei 
plegamiento-1. El modelo de estructuras canónicas propone que las conformaciones posibles de estos 
lazos hipermariablcs elan limitadas a un conjunto pequerllo de estructuras canónicas. Mediante el modelo 
es posible predecir la estructura que tendrá el lazo a partir sólo de la secuencia del dominio variable de 
la 1. Para las aprox. 50 estructuras tri-dimensionales de 1.1 conocidas hasta el momento, este modelo ha 
resultado válido di su gran mayoría. Lo que implica que la variabilidad estructural de los lazos 
hiperwriables se encuentra fuertemente limitada. En los dos artículos de investigación que se presentan 
en esta tesis, se utiliza el modelo de estructuras canónicas para caracterizar el repertorio estructural de 
distintas muestra; de Igs. 

En el primer articulo de investigación se determina la presencia de estructuras  canónicas en 
las SOCUencias de pseudogenes del domino variable pesado de Igs. 1 la sido reportado en la literatura que 
casi el 50%de los gules de Igs son pseudogimes, por lo que numerosas preguntas se han hecho respecto 
del posible papel funcional que estos rlieudogenes puedan tener. En este trabajo se encuentra que más del 
70%de los pseudogenes cae Igs presentan estructuras canónicas. Dicho resultado junto con algunos otros 
que se presentan en el articulo, permiten evaluar la posible manera en que los psaidogeran pueden 
contribuir a la diversidad del repertorio estructural de las Igs. 

En el segundo articulo de investigación se estudia la base de datos total de secuencias 
funcionales de Egs mediante el mixta) de estructuras canónicas. Se propone el concepto de clases de 
estructuras canónicas como la combinación de estructuras canónicas que aparecen ext los lazos 
hipervariables que tbrman el sitio de unión de cada dominio variable. Mediante este concepto, se 
caracteriza la distridad del repertorio estructural presente en la base de datos total de socuencias de Igs. 
De las 300 pixibles clases que pueden existir, se encuentra que solo 10 clases representan el 87% de las 
socuuscias analizadas. Asimismo, se encuentra que 6 de estas clases tienen prellencia para reconocer a 
ciertos tipos de antigenw (haptenos, proteínas, etc.). Se analizan las estructuras tri-dimensionales de Igs 
cm el 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 canónicas y la geometría del sitio de 
unión en las estile" de Igs. Estas resultados permiten proponer que el repertorio estructural de las Igs 
se encuentra thertemuite restringido a sólo unas cuantas formas. Por otra parte, nos permite proponer 
reglas entre la geometria del sitio de unión (que es determinada por kis combianciones estructuras 
uinóniau) y la [Unción de reconocimiento de la 1. Se propone un modelo de reconocimiento molecular 
mediado por Igs. 



Abstract 
main purpose of the present thesis is the study of the general geometrieal characteristics 

of the recognition si te of the Immunoglobulins (Igs). na.sed un this, it is proposed tu tbund some mies in 
the inechanism of molecular recognition nuxiiated by Igs. The abobe is realized by using techniqucs of 
saitiences analysis and protein structure. 

The specific recognition that is charactetistie of the immune system is mediated by two &radies 
ofspxifie receptors: The receptors of T-cells (Tcr's) and the Egs. The inuntine system has the capacity tu 
generale yecitic receptora against most of molecules. Actually, there is an explosion without precadents 
in the tuno unt ofinlinnnation available both at stxpence and structure tutti tbr Igs. The use by organizad 
schemes of analysis of this infomiation allows the study of the general and particular propertics of the 
recognition mediated by Igs. In addition, a great amount of fiinctional data Eike: specíficity, 
weeie, etc. an: available. Due this, as a pan of the research work of the doctorate, it was implementad a 
set ofcomputational p-ograms that allow to compile, manage and analyze the soquence databases of lgs. 
By the use this tool, it is possible tu realizo studies with «I enormous arnount of data that involve 
structural and fimetional inffimtation. In this thesis it is presented an anide in which is reponed the 
pmgrani (VIR) and examples of the application of the program. 

The antigert-binding site of Igs is tbrmcd by six h>pervariable loops. These loops link the beta-
strands that barra the conserved liamework charactcristic of the Ig-fold. The canonical structure mode! 
['reposes that the possible conformation that could tidopt the hypersariable loops is restrictod to a small 

ofeanonical stnictun.,m By this model it is possible tu predict the structure of a loop basad only un the 
sequence of the variable domain of the Eg. For the appnix. the 50 thnx-diinensional structures of Igs 
teptirted now this model has besen confirme d in most of cases. *Ibis implies that the structural variabílity 
'<the hypervariable loops is stmngly restricted. In the twa rescarch papers presented itt this thesis, it is 
uscd the mute' ofeanonical mnictures to characterize the structural repertoire of ditferent samples of fgs. 

En the first research article it is deterniined the presence of canonical structures in the 
pseudogene saittencei of the variable domain of the heavy chairas of Igs. It has besen reponed in the 
literature th¿t 50% of the fg genes are pseudogenes. Theretbre, seseral questions have been fbnaulated 
respeet the possible functional role that could play the pseudogenes of 1gs. In this study it is found that 
more than 70% of the Eg pscudogenes have canonical structures. 	alxne result, together with other 
re 	Its presented in the article, allos.vs tu evaluate the possible mana in which the pseudogenes could 
contributc to the diversity of the structural repertoire of the Egs. 

En the second researeh anide it is studicd the total database of timctional Egs with the moda 
of canonical structures. It is proposed tbr this study the concept of canonical structure classes as the 
aimbtnation of (mastica! structures that appear ín the hypervariable !anis that tbmt the antigen-binding 
site can each tariable domain. l.3y this concept, it is characterized the diversity of the structural repertoire 
present in the total database of Egs. Of the 300 p.ssible classes that could exist, it is found that only 10 
classes repreient the 87% uf all the seqtRXICCS analyzoi. Also. is tbund that six of the classes have 
['reference tu recognize certain types of antigens like hapten, protein, etc. llased un this, it is analszed 
the thrtes.limensional structurt% of fgs with the objedive to compare the resulta obtainal ti-om.  the 
sequences with those from the three-dimensional structures. ft ís observed a strung correspondence 
between the eanonical structure classes and the geometry of the binding-site tbund in the three-
dirneitimal Inmutes, Thesc resulta allow to propuse that the stnictural repertoire of the Igs is strongly 
rustricted to tely a ti...sv geometrical fomis. ()n the other hand, it allotts to propine a set of Hules tu relate 
the geometry uf the binding-site (determina! by the combination uf canonical structures) and the 
recognition tiinction of the rg. A model tif the inechanism of inunune recognition mediatal by Egs is 
proposed. 
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1. INTRODUCCION. 

El fenómeno de la especificidad es una de las cualidades distintivas de los sistemas 

biológicos (Breckenridge 1991). Debido a que los seres vivos son esencialmente máquinas 

químicas los procesos de Reconocimiento Molecular (RM) constituyen una parte sustancial 

y la base mmanística de la mayoría de los procesos vitales relacionados con la especificidad. 

La comprensión de los mecanismos que determinan el RM ha sido una de las grandes 

incógnitas en química orgánica y bioquímica desde que Fisher propusiera el concepto de 

reconocimiento basado en la estereoquímica en 1894 y Ehrlich acomodara la imagen de 

Fisher en términos de la inmunología describiendo la interacción corno ''... el antígeno llave 

en la cerradura del anticuerpo..." en 1897 (Breckenridge 1991). 

Actualmente el estudio del RM constituye una de las ramas de mayor crecimiento 

en química y bioquímica (Lehn 1990) y ocupa un papel central en la mayoría de tos 

estudios y aplicaciones tanto en biología, biomedicina y biotecnologia. Su rango de 

aplicaciones va desde la biocomputación (Conrad 1985), diseño de receptores, enzimas y 

demás macromoléculas, hasta el avance en la comprensión de la organización y 

funcionamiento de los sistemas inmune, endocrino y nervioso (Suckling 1991, 

Breckenridge 1991). 

Una de las áreas de mayor importancia en el RM es la especificidad en el 

reconocimiento inmune, tanto por sus implicaciones prácticas, corno por el conocimiento 

básico (Telford y Stimson 1991). El estudio de la interacción epítopo/parátopo constituye 

uno de los modelos de especificidad más característicos, debido a la gran versatilidad de 

este sistema y a la amplia disponibilidad de datos en estructura tridimensional, secuencia, 

función y genética. 

Estudios en múltiples modelos de RM en años recientes, convergen a una visión 

en la cual el fenómeno de la especificidad entre un ligando y un receptor se encuentra 

determinado esencialmente por dos tipos de procesos: i) un ajuste entre superticiel 

complementarias (Rebek ir. 1991) que permitan una proximidad en el rango en el cual las 

interacciones débiles son significativas (Burley y Pctzko 1988, Friedman y col. 1994), y ii) 
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una distribución complementaria de las interacciones débiles (puentes de Hidrógeno, 

puentes salinos, interacciones polares débiles) que determinm la especificidad y afinidad 

(Pauling 1945, Fersht y col. 1985, Rebek Jr. 1991). 

Con la caracterización de los principales mecanismos genético-moleculares 

responsables de la generación de la diversidad de la respuesta inmune (Tonegawa 1983), 

la opinión que prevalecía en la literatura a principios de los 80's era que puestos en marcha 

estos procesos de generación de diversidad, sólo es necesario que el azar y el tiempo 

suficiente transcurra para lograr generar receptores que reconozcan con alta especificidad 

y afinidad a un epítopo dado. Sin embargo, en tos últimos años con la disponibilidad de gran 

cantidad de secuencias y estructuras de inmunoglobulinas (lgs), se han encontrado 

numerosas evidencias que indican la existencia de sesgos y patrones a distintos niveles de 

organización de la respuesta inmune (Dildrop 1984, Ohno y col. 1985, Chothia y col. 1986, 

989, 1992, Padlan 1990, Mian y col 1991, Vargas-Madrazo y col. 1993, 1994, Lara-

Ochoa y col, 1995). Se considera que estos factores de información pre-codificada pueden 

c.)mplementar y eticientizar el funcionamiento de los procesos básicos 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 pretbrencial de ciertos aminoácidos 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 especificidad (Kabat y col. 1977, Vargas-Madrazo y 

col. 1993, 1994, Lara-Ochoa y col. 1995). Desde el punto de vista estructural ha sido 

propuesto por Chothia y col. (Chothia y col. 1986, 1989, Chothia y Lesk 1987) que el 

número de conformaciones que adopta la cadena principal de los llamados lazos 

hipervariables se encuentra fuertemente restringido a sólo un pequeño conjunto. Estas 

"conformaciones canónicas" se determinan por la presencia de ciertos aminoácidos claves 
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en ciertas posiciones (Chothia y Lesk 1987). El modelo de estructuras canónicas ha 

resultado enormemente útil como base para predecir la estructura de las lazos Wpervariable,a 

(Chothia y col, 1989) de un gran numero de inmunoglobulinas recientemente reportadas 

(Padlan 1994). Debido a estoy a la gran cantidad de secuencias disponibles actualmente es 

posible emprender estudios generales para tratar de caracterizar la propiedades globales 

tanto fisico-químicas (Padlan 1990, Mian y col. 1991, Vargas-Madrazo y col. 1994) como 

geométricas del sitio de unión al antígeno (Chothia y col. 1992, Cox y col. 1994, artículos 

presentados en la presente tesis). 

Este conjunto de evidencias indican la existencia de un cierto grado de estructura 

tanto en el mecanismo mismo de reconocimiento molecular corno en los factores genéticos, 

moleculares y celulares, que forman la base de la respuesta inmune. 

En el presente trabajo, utilizando el análisis de secuencias y estructuras de lgs, bajo 

la premisa del modelo de estructuras canónicas se pretende proporcionar mayores 

evidencias que apoyen esta visión de la respuesta inmune. Asimismo se propone un modelo 

general del mecanismo de reconocimiento inmune. 

2. ANTECEDENTES. 

2.1. Enfoque Estructuralista en Biología e Inmunología. 

Históricamente en ciencia se ha establecido una dicotomía que contrasta al 

fiancionalismo con el estructuralismo (Judson 1979, Van Regenmortel 1989). En biología 

y en particular en biología molecular, esta dicotomía es claramente distinguible por el tipo 

de técnicas empleadas en el estudio de los procesos biológicos (Judson 1979). En general, 

se distingue a los estudios estructurales corno aquellos que utilizan principios tísicos para 

estudiar la estructura del material biológico. Algunos autores identifican la diferencia 

tlinlunental en el hecho de que el enfoque estructural no considera el componente tiempo, 

mientras que éste es parte fundamental para el enfoque funcional ( Van Regenmortel 1989). 

k 
o 

k  
17 	41:141 

,117 	é ;1;t4 



4 

Especificamente en el problema del reconocimiento antígeno-anticuerpo, es un tema de gran 

discusión la determinación de los residuos en la interfase responsables del reconocimiento. 

Para varios complejos se encuentra contraposición entre los resultados obtenidos mediante 

estudios estructurales y funcionales (Getzoff y col. 1988). Los estudios estructurales 

identifican un numero elevado de residuos (entre 15-20) y generalmente ubicados en la 

superficie de las moléculas acomplejadas como los responsables del reconocimiento. 

Mientras que estudios funcionales identifican solo unas cuantos residuos (entre 3-7) y en 

ocasiones lejos de la superficie de interacción como los responsables del reconocimiento. 

Este hecho ejemplifica según Van Regenmortel (1989) la diferencia en el tipo de 

información y de las conclusiones a las que puede llegar cada enfoque. En general, desde 

el punto de vista del enfoque funcional, el enfoque estructural, reduce artificialmente la 

complejidad del sistema, al proponer solo una descripción de su estructura, considerando 

en el modelo solo algunos componentes del fenómeno estudiado (Van Regenrnortel 1989). 

No obstante, por ejemplo en la actualidad en estructura de macromoléculas ha surgido una 

rarnti (la dinámica molecular) que permite estudiar los aspectos temporales de la estructura 

de las macromoléculas. Pudiéramos concluir que en la actualidad la diferencia entre estos 

dos enfoques no es tan radical y que en ocasiones se presentan enfoques intermedios 

(quizás aun más fructíferos, pero no muy comunes). 

Desde un punto de vista más amplio en el contexto de la filosofia de la ciencia, el 

concepto de estructuralignio implica un enfoque más general de análisis y que más 

adelante definiremos. Este enfoque estructuralista en ocasionts se relaciona en la literatura 

con lo que anteriormente definimos como enfoque estructural en ciencias naturales. 

El enfoque estructuralista debe considerarse como un enfoque reduccionista, de 

naturzleza explIcatoria (Thom 1972). El ungen formal de este enfoque científico y 

filosófico se remonta a los estudios lingtlisticos de *de Saussure y antropológicos de Lévi-

Strau.ss de fines del siglo XIX y principios del XX. Este tipo de estudios se han extendido 

a otras disciplinas basándose en ciertos conceptos fundamentales. 

A continuación se detinen los conceptos esenciales del estructuralismo, que dan 
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una idea clara de lo que esta visión científica implica. 

Noción de sistema. Se define a un sistema real, como un conjunto abierto 

conectado de componentes que interaetúau en un espacio-substrato. El concepto de 

espacio-substrato implica las nociones de Id= y j.erarquia (Thorn 1972). 

Estructura. La estructura de un sistema implica la d9cQmposición del sistema en 

un conjunto de cQmponentes elementalel (Thom 1972). 

En la visión estructuralista, no se trata de explicar la morfología mediante su 

reducción a elementos obtenidos de otra teoría -supuestamente más elemental o 

fundamental- de la manera como se trata de explicar la biología mediante la física y/o la 

química, o la sociología mediante la biología y/o la psicología; solamente se trata de ¡mejorar 

IQ descripción de la morfología empírica Enedilate la eNhibiei<>11 de sus rtaiulalidadel, sus 

simetrías profundas, mostrando su unidad interna. En este aspecto el estructuralismo es una 

teoría modesta, ya que su único propósito es mejorar la descripción (Thom 1972). 

Por lo tanto, creo que es importante el delimitar las diferencias que entre el 

enfoque estructural en ei:ncias naturales y el enfoque general filosófico del estructuralismo. 

El primero (en particular en biología molecular) se refiere principalmente al análisis de la 

estructura tisica y química de los sistemas y donde generalmente el componente tiempo no 

es incluido. El objetivo central de este enfoque es describir y entender los principales rasgos 

morfológicos del sistema, para así relacionarlos con la función del sistema. El entbque 

esn-ucturalista implica una posición de estudio en términos global ante el proceso natural. 

Como define Thom (1972), es un entbque reduccionista y de naturaleza explicatoria, que 

trata de encontrar las regularidades internas (lógicas) del sistema. Es decir, trata a tos 

procesos naturales más en cuanto a su estructura lógica desde un punto de vista muy cercano 

al matemático (Thom 1972) aunque no necesariamente lo implica. En conclusión, quizás 

la diferencia fundamental entre estos dos enfoques radica en cómo comprendamos los 

siguientes conceptos estructura tísica (enfoque estructural) y estructura lógica (enfoque 

estructuralista) 

En general el científico experimental trata de señirse más a sus propias 
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metodologías y técnicas antes de intentar tomar las de la filosofía. En caso contrario se corre 

el peligro de entrar quizás en contradicciones de gran complejidad y de poco valor científico 

(1-lodales 1995). No obstante, una vez aclarados aqui los conceptos de estructuralismo y 

enfoque estructural, considero que puede resultar productivo el utilizar prudentemente 

(cuando menos como guía metodológica) los postulados principales del estructuralismo. Y 

por o tanto así lo realizo en el presente trabajo doctoral. Esto, ya que principalmente 

utilizaré aquí el enfoque estructural en el estudio del reconocimiento inmune. Como se verá 

más adelante, detrás de las concretas técnicas de biología molecular estructural utilizadas 

en mi investigación siempre está una búsqueda de la estructura lógica del sistema y de la 

consecuente existencia de reglas. 

En resumen, considero que el enfoque utilizado en este trabajo incluye no solo los 

estudios de la estructura física del sistema (en este caso las inrnunogtobulinas) que 

denominamos enfoque estructural, sino además aquellos estudios que forman parte de un 

esfuerzo por comprender los mecanismos fundamentales que rigen el funcionamiento del 

sistema (la interacción antígeno-anticuerpo) basándose en la noción de la estructura t'el 

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 características del sitio de reconocimiento a nivel de 

secuencia se plantea termalmente por primera vez con los trabajos clásicos de Kabat y Wu 

en 1970 y 1971, en donde definen la localización precisa de las regiones hipervariables (Wu 

y Kabat 1970, Kabut y Wu 1971). Estos autores postulan que estas regiones determinan la 

formación de la superficie de interacción con el epitopo (Regiones que Determinan la 

Complementaridad o CDRs). Dicha propuesta se basa en la hipótesis de que si la propiedad 

distintiva de los anticuerpos consiste en su diversidad, esta propiedad debe expresarse en 
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una alta variabilidad de aminoácidos localizada en las posiciones que hacen contacto con 

el antígeno, y por lo tanto determinan la especificidad. En 1973 se dilucidan las primeras 

estructuras tridimensionales de inmunoglobulinas (New, McPC6O3, Meg y Reí) y la 

hipótesis de las regiones hipervariables se confirma desde el punto de vista de la estructura 

tridimensional. Se observa que las regiones hipervariables convergen en una porción del 

dominio variable formando una endidura, esta regiones hipervariables coinciden además con 

los lazos que unen las hebras beta, que son las porciones con mayor posibilidad de variación 

en conformación (Nisonoff 1975). Dado el éxito del enfoque propuesto por Kabat y Wu el 

problema de analizar el tipo de variabilidad que se presenta en el sitio de reconocimiento 

no es abordado en la bibliogratia de los años posteriores. Sólo el mismo Kabat y col. y 

Padlan a finales de los 70's retoman este tipo de análisis. Kabat y col. (1977) determinan la 

existencia de residuos en los CDRs que se encuentran altamente conservados, 

proponiéndose por primera vez, en base a evidencias experimentales, que este hecho puede 

estar vinculado con el mantenimiento de ciertas características estructurales indispensables 

para el recormimiento. Padlan (1977 y 1979) por otra parte demuestra que las sustituciones 

que se presentan en las regiones que establecen contacto con el epitopo son más radicales 

(en términos de una medida de disimilitud estructural') que en las regiones de andamiaje. 

En 1985 Ohno y col. retoman el problema señalando que existen numerosas posiciones 

altamente conservadas en los CDRs y que aparentemente la variabilidad de los residuos 

hipervariables esta lejos de ser al azar (Ohno y col . 1985). 

En 1990 Padlan realiza un análisis detallado del uso de aminoácidos en las 

posiciones de los C DRs, demostrando que los aminoácidos hidrófobos se encuentran poco 

tasados y aquellos con múltiples capacidades para establecer interacciones con los átomos 

complementarios del epitopo se encuentran altamente representados (como es el caso de 

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

Nfedida de disimilitud entre los 20 :uninoáeiklos 	l¿trninos de las propiedades lisieo-quimieas que 
tradicionalmente s han considerado como las más importantes pan el plegiuniento de las proteínas. 
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adicionan el criterio de solo considerar en los cálculos aquellas posiciones que se han 

identificado como en contacto en los seis complejos antígeno-anticuerpo que hasta el 

momento se conocían. Adicionalmente Mian y col. (1991) proponen una racionalización 

de estos resultados basada en un minucioso análisis de las propiedades físico-químicas de 

cada aminoácido. El trabajo realizado por nuestro grupo ha seguido esta línea de 

investigación cuyo objetivo es determinar el tipo de variabilidad que se presenta en cada 

una de las posiciones que pueden estar involucradas en la interacción del anticuerpo 

(Mingo y col. 1995, Cocho y col. 1993, Lara-Ochoa y col. 1994 y 1995, Vargas-Madrazo 

y col. 1993, 1994). 

Más recientemente Kabat y col. han retornado el esfuerzo 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 más contribuyen en la 

determinación de la especificidad (Kabat y col. 1991a). Asimismo estudian la distribución 

¿e longitudes en aminoácidos de la tercera región hipervariable de la cadena pesada para 

comprender con mayor detalle el papel que esta región juega en la especificidad y afinidad 

del anticuerpo (Wu y col. 1993). 

2.2.2. Estudios de estructura tridimensional y descripción del sitio de unión al 

antígeno. 

A lo largo de la historia de la inmunoquirnica la noción de complementaridad ha 

sido el 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 información recabada durante más de 80 años de investigación inmunuquímica. Al mismo 

tiempo dan la posibilidad de proponer nuevos modelos más ambiciosos, tratando de explicar 

más detalladamente la propiedades del reconocimiento inmune. 

En 1972 aparecen dos trabajos (Epp y col. 1972, Poljak y col. 1972) que exponen 

por primera vez la estructura general de las inmunoglohulinas a baja resolución (6.0 A). El 
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grupo de Huber trabaja con un dímero de cadena ligera (Rei), mientras que el de Poljak 

trabaja con el Fab de mieloma del paciente New. La característica más importante de la 

estructura de estas proteínas es el plegamiento de la cadena en dos láminas beta construidas 

por hebras antiparalelas, que generan el "plegamiento-Ig" (Poljak y col. 1973) (véase la 

Figura 1), Se identifica la región amino-terminal como la responsable del reconocimiento 

debido a que se aprecia un bolsillo en esta zona, además de que por difusión de haptenos 

en los cristales de lgs se determina que los haptenos difunden hasta este bolsillo (Poljak y 

col. 1973). 

La determinación de la estructura de una proteína sin la ayuda (disponible 

actualmente) de programas de cómputo que procesan la información de los rayos 

difractados, constituía 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 

sección 2.2.1. fueron determinantes para el éxito de los estudios cristalográficos. De 

particular importancia para la interpretación de los resultados de la difracción de los 

cristales fue el concepto de dominio (Edelman y Gall, 1969) como unidad de repetición en 

las Igs. 

Posteriormente, en 1973, estas dos moléculas son resueltas a media resolución 

2.0-3.0 A. También se reporta en este año la estructura del Fab McPC603 de ratón a media 

resolución (Padlan y col, 1973). Con esta resolución se puede identificar la localización 

aproximada de cada residuo (sobre todo si se conoce la secuencia), por lo que se reporta la 

espectacular comprobación de la hipótesis de los CDRs de Kabat y Wu (Poljak y col. 1973, 

Schiffer y col. 1973, Padlan y col. 1973). Estos segmentos que por su hipervariabilidad eran 

postulados corno los responsables de la especificidad, se encuentran efectivamente 

convergiendo en un extremo de la molécula, formando las paredes del bolsillo de 

reconocimiento, Se determina las dimensiones aproximadas de este bolsillo como de 15 A 

de diámetro por 10 A de profundidad. 

En estos trabajos y muchos otros posteriores, se describen innumerables 

earacteristicas del "plegamiento-Ig", como son la interfase entre los dominios, el lazo extra 
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Figura 1. Plegamiento típico de las inmuncglobulinas. A) un modelo 
a baja resolución, que muestra las hebras beta como segmentos 
rectos de la cadena. Se observa el "extra-loop" característico de 
Los domnica variables. 8) Representacidn en listones del 
plegamiento-inunogl.cbulina. Los listones con flecha representan 
las hebra. 1 beta. (tomados de Amzel y Poljak 1979). 
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que presentan los dominios variables respecto a los constantes (Figura 1), los ángulos entre 

los dominios variables, el ángulo entre el eje de simetría de los dominios variables con el 

eje de simetría de los constantes, etc., etc. El objetivo de esta revisión no es el de describir 

estos detalles, además de existir excelentes revisiones al respecto (Amzel y Poljak 1979, 

Marquart y Deisenhofer 1982, Davies y Metzger 1983, Maritrz2a y col. 1987, Alzari y col. 

1988, Davies y col. 1990, Janin y Chothia 1990, Padlan 1994), por lo que refiero al lector 

a estos artículos. 

Otro paso muy importante fue la resolución de la molécula New en complejo con 

el derivado hidroxilo de la vitamina K (Amzel y col. 1974), así como del Fab de mieloma 

McPC603 de ratón en complejo con fosforil-colina (Padlan y col. 1973). De estos estudios 

se puede analizar en detalle la naturaleza de los enlaces que contribuyen a la energía de 

interacción. Se identifica como los más importantes los puentes de Hidrógeno, los puentes 

salinos y las interacciones de van der Wall* La estrecha complementaridad entre la 

geometría del hapteno y su anticuerpo fue un elemento de gran trascendencia que brindaron 

estos estudios (Day 1990). 

Como ya se ha mencionado anteriormente el concepto de complernetaridad es 

esencial a lo largo de toda la historia del estudio de la interacción antígeno-anticuerpo. 

Históricamente este concepto fue redetinido rigurosamente en términos de la físico-química 

por Pauling a principios de los años 40's. Pauling enfatiza la importancia de la 

complementaridad tanto geométrica como química entre las moléculas que interaccionan 

para poder compaginar la naturaleza inespecífica de las interacciones débiles con la 

especificidad del reconocimiento inmune (Pauling 1945). Por lo tanto, podemos considerar 

como el elemento más importante de esta primera etapa de estudios tridimensionales, la 

intizpretación rigurosa de este principio expuesto por Pauling en témiinos de información 

tridimensional. 

A mediados de los 80's aparece la primera estructura de un complejo de anticuerpo 

(DI.3) contra un antígeno protéico (lisozima de huevo) (Ama y col. 1986). Durante la 

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



12 

dos más coma distintos epítopes de lisozima, 1 lyl 	(Sherif].  y col. 1987) y 1 lyl 111.-10 

(l'odian y col 1989), y otro del anticuerpo el NC41 contra la neuraminidasa del virus de la 

influenza (Colman y col. 1987). Un analisis detallado de estos estudios se encuentra en la 

revisión de Davies y col. (1990). 

A partir de estos modelos se han podido detectar ciertas regularidades entre los 

distintos complejos, así como diferencias entre los complejos anti-hapteno y anti-

macromokuila Algunas de las características comunes en complejos anti-macromolécula 

son: 1) Superficie de interacción (entre 500 y 800 A2), 2) Gran número de ptientes de 

Hidrógeno e interacciones de van der Walls, así como uno o dos puentes salinos, 3) Número 

de aminoúcidos del anticuerpo que hacen contacto con el antígeno (entre 15 a 20), 4) 

Superficies planas, con numerosas protuberancias y depresiones, y 5) Una elevada 

complententwidad entre las superficies. Las diferencias más importantes entre complejos 

contra macromolécula y contra hapteno son: 1) En todos los casos para haptenos los lazos 

se prolongan hacia el solvente, generando un bolsillo que recibe al hapteno, mientras que 

para antígenos grandes en general el CD11-3 de la cadena pesada bloquea el bolsillo 

formando una superficie plana, 2) Los puentes salinos parecen tener mucho menor 

importancia para antígenos grandes que para haptenos. En ambos casos se presenta un 

elevado número de Tirosinas en la interfase. Por otro lado, la opinión generalizada de los 

investigadores hasta la aparición de estos modelos, era que como resultado de la interacción 

entre anticuerpo y ligando (ya sea hapteno o macromolécula) no se producen ,cambios 

conformacionales significativos en el anticuerpo (Davies y col. 1990). 

Los últimos cuatro años pueden referirse como una etapa cualitativa y 

cuantitativamente distinta, ya que debido a la utilización de la técnica de reemplazamiento 

molecular (Brünger y col. 1991) que permite refinar con enorme facilidad estructuras 

nuevas a partir de estructuras similares conocidas, en combinación con las técnicas de 

ingeniería genética, ha habido una explosión en el número de estructuras tridimensionales 

y en el tipo de especificidad de los anticuerpos analizados. Actualmente se han reportado 

unos 50 complejos (no todos de alta resolución) incluyendo a anticuerpos en complejo con 
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haptenos, ácidos nucleicos, polisacáridos, peptidos y proteínas, es decii , casi toda la gama 

de posibles ligandos (linflan 1994). 

Considero que debido fria emorme cantidad de información surgida recientemente, 

así como por la complejidad del problema que requiere de nuevos enfoques, hasta el 

momento no se han publicado trabajos que integren la nueva información de manera global 

en la visión que se tiene del reconocimiento inmune. A mi entender, ésta es una fase muy,  

similar a la que antecedió al artículo de Wu y Kabat cm 1970, que marcó un cambio en los 

estudios posteriores, 

No obstante, considero existen tres puntos importantes a resaltar como nuevos 

elementos y que, ligando los fenómenos de especificidad, reactividad cruzada y cambios 

conformacionales, han cuestionado la visión que se tenía a fines de los 80 s. Poniendo en 

vigencia de nuevo las propuestas de Pauling de hace 50 años: 1)1~1 componente de 

movilidad de las cadenas laterales de los residuos altamente expuestos (sobre todo de 

aminoácidos aromáticos) (Tainer y col, 1985, Geysen y col. 1987, radian 1990, 1-lerron y 

col. 1991, Mitin y 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 formación del complejo, y cómo estos cambios conformacionales pueden 

mejorar la interacción antígeno-anticuerpo (en términos geométricos y energéticos) 

(Edmundson y col, 1987, flerron y col. 1989, 1991, Fan y col. 1992, Wilson y Stantield 

1993), y 3) Corno consecuencia de lo anterior (ya que estos cambios conformacionales 

ocurren principalmente al modificarse el ángulo entre el dominio variable ligero y el 

variable pesado), el que los residuos hipervariables que se encuentran en la interfase de los 

dominios variables juegan un papel en la especificidad, la diversidad y la reactividad 

cruzada (Edmundson y col. 1987, Herron y col. 1989, 1991, Fan y col. 1992). A este 

respecto, pudiera decirse que quizás nos encontrarnos en este momento (parafraseando a 

Kunh, 1986) en la etapa de crisis del paradigma de la llave-cerradura rígida, y que esta 

antecede a una revolución científica de sustitución del paradigma. 
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2.3. Estudios estructurales (siguiendo principios est ructuralistas) realizado% a partir 

de los años 70's sobre el problema del reconocimiento inmune. 

Como mencioné en la sección 2.1. considero que en general existe confusión en 

cuanto a la definición de lo que implica el enfoque estrueturalista en biología y en particular 

en inmunoquimica, por lo que es importante revisar en forma sistemática los trabajos que 

se han realizado en esta área. Esto tanto como un elemento de consulta posterior, como para 

servir de marco de referencia a la línea teórica que sustentan los estudios que aquí se 

presentan. 

En esta sección se reportan los trabajos más importantes que han abordado con 

un enfoque estructural (pero siguiendo a mi entender algunos principios e,structuralistas) el 

problema del reconocimiento inmune, ya sea utilizando datos de secuencias o de estruetw-a 

tridimensional de inmunoglohulinas, así como de datos funcionales. Como aspectos 

principales de estos principios estructuralistas considero: 1) noción de sistema y 2) 

existencia de una estructura, que implica la existencia de reglas. 

La literatura sobre este tema es escasa. Solo una treintena de artículos han 

aparecido durante el cuarto de siglo posterior a los trabajos de Kabat y Wu de 1970 y 1971. 

Los estudios realizados durante los 70's a nivel de secuencia se basan en la observación de 

dos características de los dominios variables corno punto de partida para estudiar la 

existencia de reglas en el mecanismo de reconocimiento inmune; 1) Las secuencias del 

dominio variable se agrupan en familias de homologia (Kabat 1968), es decir, existe cierta 

organización (familias de genes) entre las secuencias, la cual puede correlacionarse con una 

organización en el mecanismo de reconocimiento, y 2) En los dominios variables se 

localizan residuos altamente conservadas (Kabat 1967) aún en los segmentos hipervariables 

(Kabat y col. 1977), lo cual sugiere le existencia de restricciones estructurales en el 

mecanismo de reconocimiento. 

Estudios estadísticos sobre el uso de aminoácidos 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 se identifican los 
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residuos que son responsables de la especificidad en los anticuerpos (Kabat y col. 1976, 

1977). Se propone que los residuos altamente conservados son necesarios para mantener 

cierta e,structura mínima del sitio de unión del anticuerpo requerida para un reconocimiento 

adecuado (Xabat y col 1977). Es interesante, desde el punto de vista de una visión general 

del sitio de unión, que Edelman y Gall en 1969 ya habían postulado la existencia de tres 

tipos de residuos en el sitio de unión al antígeno: a) residuos de contacto, que están 

directamente involucrados en la unión con el antígeno, de manera similar a la unión de los 

substratos por las enzimas, h) residuos moduiadores, que pueden variar para cambiar el 

plegamiento de las cadenas polipeptidicas que forman el sitio de unión y así permitir que 

los residuos en contacto se localicen en las posiciones adecuadas para unir al antígeno, y c) 

residuos compensatorios que permiten mantener el plegamiento general del sitio de unión 

y del dominio en general, para compensar la variación de los dos tipos anteriores de 

residuos (Edelman y (jan 1969). 

l'unan (Padlan y Davies 1975, Padlan 1977, 1979), estudia en términos 

estructurales el wado de variabilidad de los segmentos hipervariahlcs así como de la región 

de "andamiaje". Encuentra que los CDIls difieren entre las distintas Igs considerablemente 

más que la región de andamiaje. No obstante, en sus trabajos trata de buscar si ésta 

"hipervariación estructurar de las lazos, se encuentra acotada sobre cierto rango. Sin 

embargo, el reducido número de estructuras de que disponía no le permitió encontrar estos 

patrones a nivel estructural. Como veremos más adelante Chothia y col, (1986, 1989), 

obtienen resultados positivos, debido al crecimiento de la base de datos cristalográfica y a 

un esquema de análisis más completo. 

Aunque no se analizará en detalle el trabajo respecto a la hipótesis de minigenes 

propuesta por Kabat y col. a fines de los 70's (Kabat y col. 1978, I 980a, 1980h), es 

importante señalar que la búsqueda de patrones y un conjunto de reglas sencillas que 

explicaran a nivel genético la generación de la diversidad en la respuesta inmune, también 

fue abordada por Kabat con base al análisis de secuencias. Se refiere al lector a los artículos 

originales (Kabat y col. 1978, 1980a, 1980b). 
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1)ildrop (1984), realiza estudios de hornología entre las secuencias del dominio 

variable de la cadena pesada de Igs en ratón, y propone una nueva clasificación en 7 familias 

de secuencias basada en la homología entre las secuencias de todo el dominio variable. 

Estas familias de secuencias de aminoácidos corresponden con las siete familias de genes 

identificadas por métodos de genética molecular. I)ildrop reporta que estas familias de 

genes de Igs generan anticuerpos con especificidades características. Es decir que las 

especificidades no se distribuyen aleatoriamente entre las familias de genes de la cadena 

pesada Como es fácil deducir, este esquema propone una organización muy precisa de la 

respuesta inmune. 

A pesar de que éste modelo no ha sido explorado con más detalle a nivel de 

secuencia, ni se han evaluado sus implicaciones en la estructura tridimensional, es un 

modelo muy ambicioso, basado en datos muy limitados, por lo que sus alcances también lo 

son. No obstante, propone una línea de trabajo muy interesante, sobre todo en el contexto 

de la información disponible actualmente. 

Los trabajos iniciales de Pallan (l'adiar] y Davies 1975, Padlan 1977, 1979), para 

tratar de delimitar la variabilidad estructural de los lazos del sitio de unión al antígeno, 

fueron continuados por Chothia y col. (Chothia y col. 1986, 1989, Chothia y Lesk 1987), 

encontrando que efectivamente, las conformaciones que adoptan las lazos hipervariables, 

están limitadas a un número reducido de estructuras (que denomina estructuras canónicas) 

(ver la Figura 2). La presencia de cada una de estas estructuras canónicas, puede ser 

determinada por la longitud del lazo y por la presencia de residuos determinados en 

posiciones clave (Chothia y Lesk 1987). Este esquema de análisis fue corroborado en lgs 

que estaban por ser resueltas (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 variables que determinan las estructuras canónicas son 

a nivel de secuencia (longitud y residuos claves) este análisis puede ser aplicado a la base 

de datos de secuencias actualizadas de inniunoglobulinas de Kabat y col. (1991h), 

permitiendo un estudio detallado de la organización de las secuencias, su relación con las 
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Figura 2. Estructuras canónicas para los "loops" hipervariables de 
la cadena pesada (segtNn Chothia y col. 1992). A) Se muestra el tipo 
1 y el tipo 2, este último tiene una inserción respecto al tipo 1. 
Se sehalan los residuos que determinan la estructura. B) $e 
presentan las cuatro conformaciones canónicas para el segundo loop 
hipervariable de la cadena pesada. 
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estructuras canónicas y con los datos de especificidad Es precisamente éste el tema que 

ocupa los dos trabajos de investigación reportados en esta tesis, en donde se caracteriza el 

repertorio estructural del sitio de union al antígeno y se prueba que las estructuras canónicas 

se encuentran en un elevado porcentaje de las bases de datos de Igs, aun en pseudog.enes 

(ver más 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 el sentido de analizar en detalle la variabilidad y el uso 

de aminoácidos en relación con la especificidad y las propiedades generales de) sitio de 

unión (Padlan 1990, Mian y col. 1991, Vargas-Madrazo y col. 1992, 1993, 1994, Almagro 

y col. 1995, Lara-Ochoa 1994, 1995). Los resultados de estos trabajos indican una fuerte 

restricción en el uso de aminoácidos en el sitio de unión al antígeno, ambien se observa 

efectivamente que existen grupos de residuos que cumplen con distintas funciones para el 

mecanismo de reconocimiento. Estos resultados que de manera general indican la existencia 

de propiedades inherentes al reconocimiento general, están en concordancia con los estudios 

de los grupos de Edmundson (liaron y col. 1991, Bhat y col. 1990), Colman (Colman y col. 

1987) y Wilson (Rini y col. 1992, Arévalo y col, 1993), que proponen la existencia de 

cambios conforimacionales como elemento central del mecanismo de reconocimiento. El 

modelo de ajuste inducido propuesto por estos autores permite explicar el fenómeno de 

reactividad cruzada y la multi-especificidad de los anticuerpos y llega a conclusiones 

similares a las de estudios de uso de aminoácidos, ya que ambos indican la existencia de un 

sitio de unión con propiedades generale y cierto grado de versatilidad en el reconocimiento. 

Este modelo esta en contraposición (Wilson y Stanfield 1993) con la visión rigida del 

modelo tradicional de llave-cerradura (Amit y col. 1986). Todos estos resultados, indican 

la necesidad de revisar los conceptos de especificidad, reactividad cruzada y diversidad, 

para poder comprender la organización de la respuesta inmune. 

El enfoque propuesto por Chothia y col. (Chothia y col. 1986, 1989), proporciona 

una extraordinaria herramienta para el análisis de secuencias. No obstante, es necesario 

sustentar estos análisis con información funcional y genética. Un excelente par de artículos 
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presentados por Chothia en el análisis estructural, y Winter y Walter en la sectienciación 

y análisis de genes de línea germinal de lgs en humano (Chothia y col. 1992, 1onilinson y 

col, 1992), presenta un análisis detallado en donde, en base a un directorio de secuencias 

de genes se analiza la existencia de estructuras canónicas para los CDRs 1 y 2. Ellos 

encuentran que el 100% para CDR-1 y el 96% para CDR -2 de los genes analizados 

presentan patrones de secuencia acorde con las estructuras canónicas. Adicionalmente se 

propone el concepto de clase de estructura canónica para la combinación de estructuras 

canónicas en CDR 1 y 2 en una misma secuencia. Se propone la siguiente nomenclatura 

si en un gene variable se encuentra la estructura canónica tipo 2 en el CDR-1 (véase la 

Figura 2) y la estructura canónica tipo 3 para d CDR-2, ese gene tiene la clase de estructura 

canónica 2-3. Esta observacionesiirven de base para modelar los tipos de superficies que 

cada gene de linea germinal aportará al repertorio inmune (Chothia y col. 1992). Un análisis 

similar para la cadena ligera y para las combinaciones de cadenas ligeras y pesadas que se 

observan en las respuesta inmune permitiría predecir en su conjunto la geometría general 

de la superficie del sitio de unión al antígeno que se forma, únicamente conociendo las 

secuencias. A partir del análisis que realizan Chothia y col. (1992) se estima que son 

aproximadamente 50 las distintas superficies que genera el 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 artículos de Kabat y Wu), dentro del estudio del 

reconocimiento inmune. 

En esta misma dirección, Vargas-Madrazo y col. (1992, 1994, Lara-Ochoa 1995), 

han analizado para varios niveles la organización de la respuesta inmune (genes de línea 

germinal, pseudogenes, secuencias de aminoácidos de anticuerpos funcionales, para 

vertebrados superiores e inferiores, etc.) la validez de los patrones de uso de aminoácidos 

en el sitio de unión encontrados previamente en muestras totales. En estos trabajos también 

se ha introducido información funcional, por ejemplo, construyendo alineamientos con igual 

número de secuencias de las 253 especificidades reportadas, construyendo sub-muestras de 

grupos de especificidades bioquímicamente similares (anti-proteínas, anti-haptenos, anti- 
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polisacánáls, ele ) A partir de estas muestras "ekmtroladas" se estudia en detalle el uso de  

aminoácidos, eneontriutdose que persisten los patrones detectados en las muestras globales 

no controladas (Lara-Oelioa y col. 1995). 

La dos líneas de investigación mencionados antcriorniente (el análisis de 

estructuras canónicas ligado a información funcional y el estudio de uso de aminoácidos), 

representa el tipo de análisis estnicturalista en esta área que considerando información 

funcional a todos los niveles de organización, intenta proponer modelos generales de 

reconocimiento para entender la naturaleza de la diversidad de la respuesta inmune. 

Evidentemente estos modelos generales deben ir acompañados por descripciones de los 

casos particulares para los cuales no son validas algunas de las reglas, ya que como todo 

proceso biológico el reconocimiento inmune es una conjunción de regularidades con 

exquisitas particularidades. 

3. METODOLOGIA. 

3.1. Heurística General de Investigación. 

Dentro de la investigación científica de los sistemas naturales, históricamente 

existen dos grandes enfoques que en ocasiones resulta dificil armonizar; el experimental y 

el teórico. El presente trabajo a pesar de no ser exclusivamente teórico si utiliza métodos 

característicos de este enfoque, como son; el empleo de herramientas matemáticas y 

cibernéticas, el análisis global de datos, la modelación por computadora de procesos 

naturales, etc. Considero que para que estudios que involucran metodologia teórica aporten 

resultados relevantes y confiables acerca de fenómenos biológicos, se deben considerar 

ciertos aspectos que a continuación mencionaré; 1) La proposición de experimentos con 

base en la consideración de las conclusiones y modelos surgidos de los estudios 

experimentales, 2) La oanstrucción de bases de datos considerando las restricciones físicas, 

químicas y biológicas del sistema, 3) La evaluación de los resultados en términos de los 
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datos e\p‘...rinientales c4inocidos, 4)1.n particular pata este phvbienui de bit iblvia moleculár, 

la eonjuneik'm de resultados obtenith del análisis de estructura tridimensional con los de 

secuencia. asi como 5) el análisis detallado de casos particulares para su comparacu'm con 

las tendencias generales. 

4. DESARROLLO DE LA INVESTIGACION. 

4.I.Sccuencia de los resultados presentados. 

Los artieulos que se presentan aqui y los resultados que estos reportan se enfocan 

en el objetivo de caracterizar la variación que en términos estructurales se presenta en el 

sitio de avión al antígeno de las inmunoglobulinas. Estos estudios se realizan basándose en 

el modelo de estructuras canónicas para los lazos hipen variables de las inmunoglobulinas 

propuesto por Chothia y col. (Chothia y 1.esk 1987). Partiendo de este modelo se estudia el 

grado de diversidad estructural presente en las distintas muestras estudiadas. Se caracteriza 

por primera vez de manera general la diversidad del repertorio estructural de las lgs y se 

correlacionan estos resultados con información r&rente a la especificidad de los 

anticuerpos. Los resultados obtenidos se comparan con un análisis de la geometria del sitio 

de unión en base a las estructuras tridimensionales remadas. Considero que las 

conclusiones que se obtienen de estos trabajos permiten proponer un modelo del 

reconocimiento inmune más completo el cual incluye inffirmación tanto de secuencia, de 

estructura tridimensional asi como funcional. 

Se presenta en primer lugar el artículo donde se reporta la herramienta de trabajo 

-paquete de computo de análisis de secuencias de receptores de sistema inmune "V111"-

desarrollada por Juan C. Almagro y Enrique Vargas-Madrazo. Este paquete de computo y 

las bases de datos que se construyen utilizando el paquete constituyen el eje central con el 

cual se realizan todos los estudios. 

Seguidamente se presenta el artículo donde se analiza la presencia de estructuras 



canónicas en secuencias de pseudogenes del dominio variable de la cadena pesada de 

inm muy. lobul i mis 

Finalmente se presenta el articulo más extenso, donde se caracteriza la (live) sidad 

estructural del repertorio de imuunoglobulinas. 1ln este trabajo se describe en tenninos 

estructurales el repertorio de los sitios de unión fi antígeno a partir de la base de datos total 

actualizada de inmunoglobulinas. 

4.2. Métodos, Resultados y Dheusión (Articulo% de Investigación). 

FA I c' E 
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VIR: A computacional tool for analysis of immunoglobulin 
sequences 
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Abstract 

chis pape, a microcompuiet soliviar narria VIR (Vanable dornaint of the Immune Receplors) ü reponed This 
púas: can be used in stquenet etudres of immunoglohulin variable dornaina Die main festurr.a of the VIII achwate 
la the Sequeneel management arc. (I) case of information recovery/extraction from arruno acid sequences; and (2) ns 
capability lo °buil) munirá sequence alignmenta with preddincd characicriatica (i.e, :peor and/or spccificity) M an 
analytical tool, the VIR package cmploys such multiple sequcncc alignments to compute: (1) tabla showing aniino 
acid írtqucricies. (2) thrce vanahility indexes, (3) Identity matrices. (4) rondom aamplea, and (5) acquences with posaiblc 
canonical structurea. Maus the So fi% rc reponed herc heir is proponed as a aleful 1001 to carry out detailed atudies 
of immunoglobidin vanablc domaina 

Krywordr, Data boa, Vanability analysis,'Sequctxt analpisi Pattern recognition; Canonical ilructurts 

1. lacroduction 

Orle of the core problema in molecular biology 
conectas the constraints dctermining structure-
function ttlationships in proleins. In principie, it 
can be aafely assumed that such constrainu can be 
fouad by ana.lyzing amino acid paneros in key 
positions of a multiple acquence alignment 
(Zuckerkandl, 1976). In the particular case of the 
¡mune system, when the ooly source of specifici-
ty at molecular kvel sectas lo come from bao 
proteicas: 	recepion (TCR) and irnmunoglo- 
haps (lg), a long standing question prevails: is it 

••••••= 1,  

• Correaponding militar, Tel.: .525 616 2376.Fu: .525416 
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possiblc to find amino acid paiterns to revea! the 
structure-function rclationships in the antigen 
binding sitos of TCR and Ig?. 

Prtdiction of the antigen binding sito or com-
plementarity determining regions (CDRs) in le by 
variability analysis, prior to the resolution of Ig 
structurcs (Wu and Kabat, 1970), made possible 
the beginning of understanding apecilicity (func. 
(ion) mediated by these molecules. Subsequentiy 
lo the resolution of severa! Ig sulictures, analysis 
of iu three-dimensional confortnadon have rtvcal-
ed canonical structurts in live or its aix CDRs 
(Chothia and Lesk, 1987; Chohia et si., 1989). EX-
istence of thcse canonical structurcs in the CDRs 
of lg implica that just a few main-chain confortan-
tions are prcsent in a large set of Ig molecules with 
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eliffercnt loop &mino acid acquences and 
apecificitits fChothia and Leal, 1937, Chem/II& ti 
al., 199). Reant atudies have enhanced the 
knowkdr of Ig atructure•function relationships 
by t'indina &linde amino acid bias when analyzing 
positions that Mitrad with antigens in antigen• 
entibody compicses (Mian et al,, 1991, Lara• 
OLISCA et al., 1994). This 4131001.3 a general mecha-
atara underlying the molecular recognition medi• 
asid by ig (Lara-Ochoa es al., 1994). 

A sem step u to correlate functional and struc• 
toral information. in the opinicm of the a u th ors, 
the main knitatica to aehieve that  has bcen the 
absence of asar-friendly computational tools lo 
perform atach analysis. To etrournvent this 
ty in Chis papera rnicrocomputer software narned 
VIR (Variable donsain) ot the Immune Recep-
tora). developed to casily retrieve and analyse Ig 
mino acid acquencts, ú reponed. VIR interfaces 
with Kabat'a data base, which is known lo polsess 
«II currently updated information on Ig sequences 
(in for cumple Kabat et al., 1991). To do so, Ibis 
program makes use of 	 taternet service 
which, la turn, has the necelsary tools to access 
Chis information. The data are translated so VIR 
data base formas. This data base structure op. 
timizes the information management and ás recov-
try toren 1g sequenco, and allows use of the 
tinten' ualytical wats available with the VIR 
package. 

On iu analytical sida, SIR uses talo different ap-
proaches: atatistical analysis and pastara mogni-
tion. Statiafical analysis provides compuudion of: 
(1) Sables of amino acid usage by position; and (2) 
tbne difTerent variability indexas. Corresponding-
ly, the pallara racognitioo approach provides: (1) 
paneros compatible with key residues roponsible 
for dettrmining the 11-fold; and (2) canonical 
auucturea in the CARs o( Ig sequences, 

In arder to properly outline the work in the 
foilowing aections, a complete 	but not ex- 
!motive —ducription of tbe VIR data bases for-
met and tbe management and analytical tools are 
given in the !int place. Sccondly, cumples of the 
two different approaehes in 1g sequence analysis 
are ahown and discussed. Finally, the significance 
of the VIR software is discussed in die light sbed 
by-current trtnds in data bases management and 
ocquence analysis. 

2. Delcnptuan al do Vlk pckage 

Ali programa yen written in the Turbo PAIC,J1 
vCrlunri 5 3 language, and ware compilad so rue, on 
an IBM-compauble PC microconsputer. A user• 
friendl) menu•dnven graphical interface system 
was drvclopcd with on•line hall) availabit so es. 
plato cach and ayer, item appeanng íes the atila; 
mcnu or submtnus 

In arder to rr.adily atan tains the package tv o 
data baus are avatlable with it. Ose corresponds 
to the variable domains ot light (Vi) chains whilt 
the °the does so with the hcavy (VH) chains 
Each data base contains a multiple acqutncs align• 
ment as well as the intormation associated with 
tul sequcnce. In the ro  calle, the data hale con. 
tains &I' the sequences compilad in the Kabat's 
data base up so April 1994. For Vi, the data base 
contaos the sequences from the mame source of 
VH  sequences. Both of them are ASCII filo. 
Therefort, data bases available with tbe program, 
updated enes, or ;hose created by the mur, can be 
dtsplaycd, editad or prinied using a tus proccssor 
capable of importing ASCII fila (WordPerfect, 
Word, Word for Windows, and the lile). 

VIR dolo bale Juvenal> 
Functional, tachnical and hibliographic inter. 

mation in the VIR data bases is codificd en a labe I 
usociated with cach 'aguante in the multiple 
alignment acrording to the follarán& deuription: 

Deacnbct Pasition on labt1 

Tochrugut 
Ytar 3-3 
Spocio 4-3 
Joumal 6-1 
Volum( 11-11 
Fint par ar the pepo.  17-16 
Name Oven by Kabsi a al. (1991) 17-30 
hngular specirocity 35-33 
Gansa] sperifsoty 36 
Bindini constant (ir koown) 
Subelass (kappa or lambda) 34 
Subgroups or Kabai ti al. (1991) 39-40 
Spact 41-30 
Stqucnct 31 



Open Dela Aitolysio Up-to-Dais 	 

—0 3D isattazaiit 

Nula 
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Tarksiqtot 

Specit 

5pirclecity 
AfGelry 
Siabgnmp 
I oí I 
Iticatities 
Listioci 

r..QH1.1N7 
Mazusi 

Absoluit 
Probab Jay 

Petccat 

Vx 

M VIC 

TTE 

Fiaaocrook 
CDR3 

Oibtr 

Total 
Ttataique 
Wal 
Spent 

Spu.415cir7 
AIDaity 
kora 
Subpoup 
Matra 

Is totiaa tioa 

Titus, Lisch laxe of the V1R dais base tt compras,  

tad of a rbei (kfi nide) and the sequen« codified 

la tbe orbe jt ittr lamino iscid code (nght bade);  for 

example 

tht data base currendy tono uaed, the informa• 
uon submcnu (aec lett I) á tiaed 	aubmenu 
repon 
Tara/ number of seque:~ 

anaisiege 	 10 	20 
1 	I 	1 	I 	1 	I 
11149RNPP4a14 23411 3.14.9 
	La be 1 	 

3C 	40 
1 	1 	1 
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TU label á used by the management wats of the 
package, while the etciucoce is proccased by the 
anatytical toob (lee btlow). In order to codif} the 
describen of tbe labc1. a cornmitment was made 
benseen elassifying the maximum information and 
avoidaux redundancia or ambiguities In the case 
of spreificity, judged by the authors as the most 
important functional descnbcr, it should bc em• 
pisa:izad tbat tiro describers, particular and gener- 

art used. General specificity rtfers to thc 
groups of specificities (for example and-protein 
Ig), and it can thus be used to directly obtain data 
bases with global specificities. Particular 
specifscities mien lo the specificities (for example 
anti-lysozyme 1g), allowing to straufy the scarch. 

Cooceming tbe multiple sequence alignments, 
Ivo conytaLioas have becn proposed in the litera-
nue regarding inscnions numbcring and place- 
ment Wide CDRs of 1g: 	Kabat et ¡1. (1991); 
and (u) Chothia et al. (1987). We chose the con-
n'aúpa proposed by Cbothia et al. (1987) bccause 
it bu ken developed on tbe basic of comparisons 
'mons II of known thret-dimensional su-omites. 

2.2. Toab of management and analpts ut the VIR 
package 

The package consists of a master program that 
C011t7015 four main modules: Open, Data, Analysis 
and Up-to-date (Fig. 1). (Words in bold babes are 
those sbown to be chosen in all menas and 
submenus below described). 

1. The Open module is the one in charge of 
ladina data bases, eitber those availabic with the 
package ig or any Orlar cratcd by the usen in Mit 
format. 

2. The Data module is tbe data base manager of 
the package. it 13 divided in tbe two functions 
bclow indicated by the first indentation leve!: 

(i) To provide a complete characteriration of  

Nurnber of ItqlkeDCCS by racirmigaa (canino acid 
sequenen or aucleotide trainlation) 
Numbcr of sequeaw according lo the Vea,  of 
publication. 
Numbcr of 'quepas by Spe cit 
Nunlbcr of *quema by Sparificity. 
Numbcr of sequcncts with reponed Affirsiry. 
Numbcr of kappa or lambda (a or Sequences 
(Only applícable to 
Numbcr of sequences by Kibat's Sadbgraup 
(Kabat et al.. 1991). 

Marrix: Chis ¡tem allows self-comparison of 
the icquencc data base (that is lo wy, with 

V1R Package 
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surtí) arkskiag poasible to identify redundantes 
la ti (si) T9 creme orw data bases with predc ftn  
ed futuras (sequencas from a single 'pacifica), 
for exampk). This is achieved casing the Split 
submcnu and the Muge option (ate Fig. 1). The 
leiter :surges two data babes, wbilc the forme; 
Crea tti a IX*/ data base igiven orle pre-estab-
liahed critenon pclow, the differeni churla 
coactraing tbe Split submenu are caplained. 
Generation of a data basa with sequences 'ven 
ita Nagar(s). 

Generation of a data base according to 
bibliographie information (Poblicarion) 

Generation of a data base according lo the 
Trchmiges used lo obtain the amino 'cid se-
quinces (asnino acid sequences or nucleoude 
translation). Generation of a data base with 
aequences of a single Specir. 

Generation ata data base with sequences of 
a single Specifia'ry (General and parucular). 

GtaCtatiOD of a data base selecting those 
«quemes with known Affiniry constant. 

Generation of a data base sciccung thost 
sequences within a K.abat Saárroy (Kabal ct 
al., 1991). 

Gracration of a data base containing only 
kappa or lambda (A or 1) acqueoccs. 

Generation of a data base obtained by 
analyzing idansitirs among afiliDO acids with a 
query sequence within a unge of maximum and 
miajas= Identity thrashold. 

Generation of a Pa/4pm data base with a 
Int Duraba; of sequences lo be taken from the 
data base in use. 

For the Spccics, Specificity, Publica tion and 
Subgroup options, aubmenus lining the cor. 
rt.sponding difTerent classifications are (lis• 
played by the package. 

Output Nes from the Split submcnu are in 
VIR data base format (see VIR data bases 
atructurc aboye). nenes, combining the Split 
aubmenu and the Muge option, new data bases 
performing any combination of the described 
becas 110 be obtained, for example, a not-
bcfore-hand included dala base containing 
human anti-lysozyme with knov.n AlTinity 
constan t. 
3. The Analysis module is the third one of the 

package and was designad bcaring two concep- 

difTcreni »amigue, te and lo analyse 
rtineved data bases atatistical tacltnigut3 and 
quena partem analytu. Concerning itlausucal 
analysis two methods are offerstd, tht oiost simple 
onr computes of amino *cid traqueaba via the 
Frequency submenu compasad of three options 
Aboiale, l'allanó," and Parcos, (ate Fig 1). Out• 
pul corning from 	submenu are tablas in ASCII 
formal Listing the politiona (tolva) and the 
aumenta, values associated with sub asnino ¡cid 
(columns). The mond atatiatieal eachnique 
Vanability analysis (Variability submcnu, see Fig 
1). Threc vanability indexes are provided: Kabat's 
vanability indes (Vi) (Wu and Kabat, 1970), 
modified Kabat's variability ¡ladea (illik) ()ores 
et al., 1990), and informational-theoretical entropy 
indes (1TE) (Shenkin el al., 1991). Output coming 
from chis submcnu consists of tibies in ASCII for-
mal lining the positions in le amino acid se• 
quence and the numerical values 10/en to each 
posaron in the multiple sequence Mis:amen'. 

The second analytical (nowatatistical) techniquc 
before mentioned, namely pattern recognition (3D 
pa t terns submenu in Fig 1), was developed to esti. 
mate the rclationsbip among 1g of known three-
dimensional structures and amino acid sequences. 
The FrillOWW07A option compares 'zaino acid se-
quences with a pattern of residues identified as 
maialy rcsponsible for detennining the ig.fold 
(Cbothia et al., 1988),svhile the COK, option sear• 
ches for canonical struclure pattcrns sn le data 
base currenily being used. 

4. The Up-to-date module is an interface with 
the SEQHUNT intemet service to update data 
bases alrcady created. As in previous cumples, it 
is further subdivided in tV/0 ítems: SEQHUNT and 
Manad. SEQHUN2 converts VIR data base for. 
mai loto Kabat's data base formai and vicc versa. 
This is the interface with the Kabat's data bases 
containing currently updated sequenCes 	Ig 
variable dornains. Manual allows the usar to *C. 
tualize the data bases or so analyu a acquence nos 
reponed by the SEQHUNT service simply by typ-
ing its sequence. 

3. Application 

In arder to :how fbe pottotial use of the 
package, two application of the VIR software are 

• 11 	;a 	• 
1. 
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deacnbed in this acaban. Application (a) show' an 
saimple of 11141111111liCal analysis. *hile applic.shon 
(b) perforas* an analysit of a typic.at uninunoloau 
problem 

3.1. Lawnple of pftdrfintd dala batos and gamma 
m'id amase 

11 bu recently beca ahoya: that aeveral potieont 
within CDRs of 1g 	historically considerad al 
randorniy bypervariablc — have preteren« for 
nertain salino acida (Vargal-Madrazo el al., 
1994a; Lars-Ochos et al., 1994). The bias found in 
the tanino «cid usar of diem peticions could be 
duc lo: (i) a general feature of the 1g molccular re• 
cognition, or (ii) some artefaci introduced by cet• 
taita over.represented specificities resulting in 
predominan« of some sequences in the data base 
(e.g. anti.bapien 1g). The accond possibility cauld 

'be 'L'arded by building balariccd samples with 
aqui (tumbar of sequence,s of difle 	t spccificities 
and Usen, comparing, tbcir entino acid usase with 
that of tlse total samplc (total data base). 
Tbus, tria &empleo were built as follows: 

Sample 1. Using the Sptit submcnu in thc Data 
module a data base was gencrated by randomly 
choosing one sequen« from cach specificity (210 
different specificities) in the total data base. 

«Limpie 2. Following the alrcady mentioncd pro-
«dure anothcr data base was bulla choosing live 
*quema from ipecificities having at least fine se-

quences (32 different specilicities) la the total data 
base. 

Lacb data base was loaded with the Othcr op- 

bon in the Opto moduk, and UNA§ the Percent °p• 
han in the Frequenry submenu, the correiponding 
utiles of arninchacido pareen% ifry positiont 'oyere 
tornputed. The multo for one position in the VI. 
are ahown in Fig 2. lt oras obwerved that thc pat-
terno of asnino vid usar foliad in the Unte aam• 
pies are ratito similar. Stataticai cakulations 
confino (hit ruult, and le same behavior wat ob. 
talud for caber positiona in CDRs (Vargas. 
Madrazo el al., in preparation). Thertfort, this 
analysis diacardo the existen« of any bias as a con• 
sequen« of a predominan« of «rutin specificities 
in the total simple analyzed, "grating that the 
prefercntial use of certain amigo soids in CDR s is 
a general fume of the 1g molecular recognition. 

.1.2 Example of canonical strinurgu 
Gtnetically, the first tufa CDRs of 1114 (Hl and 

H2) of lg are produccd by the Vis  germline genes 
fToncgawa, 1983). Additionally to Ytt  gennline 
Enes, mol species rCiaill a pool oí VH  pseudo. 
genes eitimated to be 30% of the total numbcr of 
VH  genes (Kodeira et al., 1986). Resides, polymor• 
phism studits of burilan VH  pasudogenes report 
bigh sequence cortservation among unrelated in. 
dividuals (Pascual and Capra, 1991). These facts, 
auggeot a poasible functionai role for paeudogcnes 
in the humor Inmune response diversity (Wytocki 
and Gene'', 1989, Pascual and Capra, 1991). lo 
Chis application additiooal argumenta in favor of 
ibis hypothcsis are giran by the «albina use of 
Framework and CDRs iteras, within 3D paneras 
submenu (Viajas-Madraza et al., 1994b). 

acderghiklmnpqrs(vcry 
'mino auds 

Fis 2. Maigo asid usase for mellico 91 of Y1. This position i irJecied ni en example beentne it doce sol determine the eanonwal 
emsformetion (Cbothie sud ).sala, 1917) and contacta die antiatn in 4 of the 1 amisten—antibody enesplites (Padian and Kabat. 1991). 
The amber of achinas in each Limpie is: total samplc: 1934 acquenoes: aarnple 1:•210 sequeous: sample 1 110 anuencia. 
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11 hila beim proposed that thc number of muta• 
tient accumulated in pseudogenes with respeQt lo 
sermlint lenes is principally a function of either, 
(i) the time eiapsed Linee inactivation of the gene 
has occurred; or (ii) poisible functronal restnc• 
tions seting no the new sute of the gene (Pascual 
and Capr*, 1991), In the first case. random mula-
tion distributions ahould be expeord while in the 
'atter a pattern — a canonical structurc, that is lo 
say 	ahould emerge. Sirice human 1/H  gerrnline 
genes show a large percentage of canonical su-E-
rutes within the first two CDRs (Chothia et al., 
1992; Varps.Madrazo ct al., 1994b), then it aught 
be possible that auch patterns could also be pre-
sent in these scquences. 

In ordcr to telt the aboye roentioned hypothesis 
comparisoar of mutations distributed in framt. 
work and CDR positions were corried out. So, the 
fnunework option was used on human V)] 

parafine genes and pseudogenes In determine the 
degree of lindura! divergence (non-conservative 
atablo &cid substitutions) accumulated at trame• 
work positions (Table 1). As can be seen, muta• 
tions that may alter the frarnework stability of the 
bW11/111 144  pseudogenes are about 12 times as 
divergent as lose of balan VH  germline genes. A 

Table 2 
Segutaca witb monja! Itruelures p4iIcms in hurr-in VH  
perreilim pan tad pscuttopmet 

CDR 	hendernos 
	

Germina-1 ¡enes 
(9.) 

Hl 	74 	 100 
43 	 96 

high divergence degree 	pseudogenes, with rc. 
apees lo the germlifle lenes, suggau that the 
production of a atructurally atable variable 
domain h nos the function of &cenan for the VH 
pse udogencs The rifare, if producing a innatural• 
ly subte domain is nos the function of «lechan, 
Chen pteudogenes could be a wurce of additional 
diversa) for the CDRs or, otherwiae, be inclevant 
for the ~une response. 

Contrasting with the fact that pseudogenes have 
arl ;Virar of aix destructive MULlIti0111 per se-
quenets in trame work positions (ace Tibie 1), it 
was round atina the CDRs item that 3/4 of the 
sequences have canonical estructures for H 1 , *hile 
half ot sequences do so for 142 (Table 2) The case 
of 112 havrng leu acquences with canonical sing• 
tures rnight be closely related to the fact that ibis 
CDR u, in general, kls conserved (Chothis et al., 
1992). Taken togethet, these results tuses' that 
funcoonal restrictions are directly responsible of 
canonical structure conservation (Vargas. 
Madrazo et al,, 1994). 

4. Discuraion 

In the Last 13 ycars, lince the first acquence com. 
pilation (DayhofT and Eck, 1966), accumulation of 
quantitative information about nucleotide and 
amino •cid sequences at ars ever inereasing cate 
malees it vcry difficult to assimilate andior to 
analyse tu possible meanings. Projects te map and 
sequence complica genomes including the human 
one are underway (Bell, 1990). Sequen= analysis, 
in the molecular biology field can be divided Info 
two main branches: (i) DNA or amino acid se-
quences collection in data bases; and (ii) tools de. 
velopment for sequence analysis reaearth. 

Regarding the first point, in the Ig case, the 
functional, («basica), bibliographic data and se-
quences, have been collected from the Kabat's 
data base. In April 1994, the number of 1g se- 
quences or fragments in ibis data base roughly 
amountcd to 8000 (4700 for VH  and 3300 for Vi,), 
classifted under 460 different specificities, All this 
information made it posible kr careful evalution-
ary and functional analysis in ceder io begin to 
understand the structural bases of the irrunune re• 
cognition mediated by Ig. 
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In patalkl with tisis latir amount of expenmen. 
sal data, io List list 20 ycars the 11-fold hal been 
the subject of muy structural investigations, from 

antibodies are considerad the beis known 
«suenan of sil premios lo date (Padian. 1994) 

structural knowledge perrruu martini from a 
more robust working hypothesis ro atudy the reta-
tima between arquencca and Unir three-dirritn-
sional atructurt. Thus, cornbining Ibis kind of 
analysis tarith functional information (specificitics 
ainVor alRtairy collaut), struetureefunction tela-
tionship studies COA be irnproved in lg lo Account 
for the *mond brunch al the momees analysis. 
The main limitaban to achieve this, however, has 
breo the absenrx of user•friendly 'inununologist-
language.like` tools to manase and analyze 1g 
aequences. The software deacribed herr is a first 
atteropt lo carry out ibis dcmand. 

10 the Analyais module of the VIR package 
tilZte 11041113 analytical tools are pm: *mino acida 
frequency; variaban) analysis; and pautrn recog- 

analysis. Calculation of amino acid frequen. 
cita &Boyo& analysis of ¡mino ¡cid propensities in 
positiona of interese in 1g ateo:rices. Application 
(a) shows the combina use of functional informa-
tion from Ig acquences and Chis kind of analysis. 
Such analysis dows ta study the general and par• 
timba properties of CDRs throughout the con-
struction of samplcs considering the functional 
information releYkat 10 the procesa (i.e specificity). 

In relation to the variabdity indexes, variability 
analysis by Kabat index, at the time of its dcyclop-
naent, played a majar role in the structural analysis 
of Ig, succxsafully predicting the nipona responsí-
blc for the *mitin specificity, before X-ray data 
could be obtained (M'u and Kabat, 1970). Other 
two variability indexes have been developed; the 
moridied Kabat jadea (ona et al., 1990), and the 
informationahtbeoretical entropy index (Sheakin 
et al., 1991). Simultancous use of the Kabat badea 
and the modified Kabat index bu breo employed 
u u analytical tool to investigase the residues 
responsibie for the difTerent detailed specificities 
of various lectins (Young and °ornen, 1992). 
Reeently, variability analysis was extended to 
simultaneously use the duce currentiy known 
variability indexes to understand the interaction 
between the TCR and peptide•MHC complex  

(Almagro si al , 1994) Ibis shows dar potential 
uses of Ibis analysa ta other protein familias or, in 
out case, in the detailcd evoliitionary or functional 
analysis of Ig 

Final!), the frit implernernation, pastara non. 
deals with the proposition of aupplying an 

analytical tool to perforen studies of the relation 
bebe/eco sequences and Unir correspondan' lite. 
dimensional struc tutea. Application (b) describes a 
structural analysis of Ig acquences with an un• 
known funcuonal role Titus, n s eapected that 
Ibis analysis will alto* a more ration*/ view of the 
molecular recognition procesa meditad by anu. 
bodics (Chothia ct al., 1992). 

ln summary, che software describid is en 
tempt to provide e package of tools with a unified 
formas that brings together the most relevant 
methods lo analyze the Ig variable domains. Ot 
come, ibis proposition can be applicd to otbcr 
protein familics. For the imrnune system it is cut-
rently bcing planncd to extend it lo TCR and 
MHC moleculea. 

4.1. Aradabdiry of Me program 
The executable programa and data basca can be 

obiained by scnding an e-mail message to the 
following address: saluareredvax 1.dgsca.unam. 
mx. 
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while L3 is produced by the recombination of an 
additional gene segmenl, h, In a similar voy Hl and 
1-12 are produced by the Vi, gene, and 113 is a result 
of the recombination of Iwo additional gene 
segments, 1) and )14  (Tonegawa, 1983). 

In addition to functional germline genes, most 
species retain a pool of V), pseudogenes estimated lo 
be approximately 30% of the total number of Vi , 
genes (Kodcira ct al., 1986; Hsu et al., 1989). In 
¡he human V1,3 	hal! of the genes are 
pseudogenes (Pascual & Capra, 1991). Polymor-
phism studies of human V), pseudogenes report 
high sequencc conservation among unrelated 
individuas (Pascual & Capta, 1991; Tomlinson rt al., 
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lo the pool of human inunurxylobutin Vi, gene segnwnts, pseudogenes 
amnurtil to roughle 30% o! the total number of genes Some of them are highly 
conserved amonj., unrelated individuals These facts suggest a possible 
functional role for pseudogenes in the human immurw response diversity 
This papel  John-kis lo pi ovule additional information about the structure of 
V„ psendocene &quena.% lo evaluate the premble role of pseudosersts in 
the immune response. 

Mulations (-arable of altering framework stability in human 
pseudogenes %Tic. analyzed. Results indícate that V„ pseudogenes are about 
14 times as divergent as human Vi, functional germine genes on the one 
hand, and Tour times as divergent in the case of human VI , amino acid 
sequences on the other. The high nurnber of disruptive mutations in 
pseudogenes is an expected result because al the Ltd. of functionality of 
these genes. In the second parto( the work we analyze whether or not the 
same takes place in the position.s #hal determine the existente of canonical 
structures in the hypervariable l4aps in V), pseudogenes An extension of 
stith analysis is applied to all species with reponed 	pseudogenes. lo 
contrast with results concerning framework positions. 69% of known human 

h

pseudogenes have canonical structures in the first hypervariable loop, 
while 48% do so In 11w second one. Comparison of these results with those 
found in human V1c  functional germline genes and human VH amino asid 
sequences shows that in the tomer as many as 100% and in the !atter 96% 
have canonical structures. In V„ amino asid sequences the result is similar 
to pseudogenes for 1-11. For 112, such value hes between the percentage of 
germline genes (96%) and the percentage of pseudogenes (48%). The 

ossible significante of the existente of canonical structures in the 
ypervariable loops of VI , pseudogenes is discussed. 

Kryrivirdv canonical structures; canonical str int ure classes; gene conversion; 
antigen-binding sita; V,, locus 

Introduction 
Antibody molecules are highly antigen-specific 

receptors of the Inmune system. Antigen-antibodv 
interaction involves the lamer variable domains. , 
each composed of a two resheet framework (Amzel 
& Poljak, 1979). The afligen Binding si le is composed 
of six hypervariable loops; three from the variable 
light domain (VL) and duce from the variable heavy 
domain (VI)) denoted l.1, 1.2, 1,3 and Hl, 112, H3, 
respectively (Wu & Kabat, 1970; Poljak rl al., 1973). 
Genetically, Ll and L2 are produced by the VL  gene, 
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*cid sequencts is equal to that in pseudosenes, while 
for H2 the value is between that of functional 
germline genes (90%) and pseudogenes (48%). 

Considering that the structural divergente 
twisaisuremsni in pseudogenes is signihcantly larger 
Iban in the *mino acid sequences, and e ven largo for 
tumbona, gerrnline genes. the percentage of human 
VH  pseudogenes with anuente patterns compatible 
with canonice! structures is striking. For mouse 
paeudogenes the frequency of CAN:mica! structures is 

Oian the one correspondí ng to human, and 
wmtvin reate for .the amino acid sequences (see 

^feble II» 	five sequences 'from rabbil have 
'canonical structure pattems in Hl and four 
sequences lar H2. Thc four ',quemes of »l'opus 
pee nt canonical structure in H1 and one sequence 
has a canonical structure for H2. The sequence of 
Mapa (Pifia) has a canonicél structure in Hl but for 
H2 the sequence has a sequence pat tern that does not 
match with the canonical structure. 

Concilia/ structure types loe Hl 

Considerlt only 'hose sequences with canonical 
etructures in the first 144  hypervariablc loop, the 
percentage of eachcanonical structure type for H1 is 
ahown in the first hall of Table 2. Canonical structure 
type 1 représents 94% of human pseudogenes and 
100% of mouse pseudogenes, about 75% lar human  

tumbona! gcrmlinc genes and $2% for the amino 
and sequences. 

II is wurth mentioning Itutt while in most calas 
human pseudogenes present the type 3 for Hl tordy 
two sequences with the type 3, ate Table 2), 
functiorial gcrmlinc genes posma a significative 
proportion of types 2 and 3 o! 111 (13% and 14%, 
respectively). Type 2 have iow frequency in the 
*mino acid sequences (3.7%). The ober rvation that 
human and mouse pseudogenes, in most tases, 
present the type 1 for Hl contrasta with rabbit ant 
Xenopus pseudogenes which have the other two 
canonical structure types. 

Canonical structure !pes loe H2 

The second hall of Tibie 2 repares the frequency of 
the canonical structure types for Ihe *mond Vo 
hypervariable region. The frecluencia of canonical 
structures for Mis loop vary from are erample to 
*ni:0er, although the carmín' structure type 4 La 
the least representad in ab the sarriple". 

Frequencies of canonical structure types from 
human sequences are similar in the functional 
germline genes and in the atino acid sequences. 
Ftuman pseudogenes do not preser sequences with 
canonical structure type 4. In mause, the canonical 
structure type 2 is the most frequent. Thc aboye 
indicates that unlike Hl, where type 1 ís the most 

Table 2 

Percentse of occurrence in the s.imples of diflereni canonical Rtructures 

Simples 

Psexittneenes 

Cas nunicstt 
structure 

vre  

1 
2 
3 

2 
3 
4 

Human 
funninnal 
gerrn1inc 

Emes  

177)( 
75 
12 
13 

(74) 
39 
18 
39 

4 

Human  MakiNc kabblt 11maren 

	

4.35) 	1181 	4.9) 	14) 

	

94 	loo 	set 	att 

	

0 	0 	tú 	0 
o o 	o 	so 

	

t25) 	(113) 	(4) 	(1) 

	

28 	11 	25 	o 

	

lb 	78 	25 	0 

	

5te 	II 	SO 	100 
o o 	o 	o 

(turnan 
sequrrov., 

0 611 
112 

4 
14 

040) 
28 
18 

Hl 
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represento!~ type 	CMXttlical structure and the 
most («lucro in human pse udoger vs, 112 displays 
heirrogenrous distribution of cantinical structurr 
types 

Canonical sfruclure clanes 
The frequeney of canonical sir uc tu re classes in the 

three sequence ssrin)Ies is showit in lable 3 As 
previously discussed, 111 type 1 occurs in a largo 
number of sequences in the (bree sequen«,  data 
bases (see lable 2). H2 types are radier variable 
among, difieren' samples Thus, mos' of the 
combinations OtTlir only bet %Ten ilIC tat1011It 
structure type 1 for 111 and any one Of the otlwr 
canonical structure types uf 112 In pseudnt;enc t tus 
rulo hoids for sequences from all species, with the 
sale except ion of une human sequerke 15%. of the 3-1 
Class in Table 3) and one rabbit sequence. 

For human functional gerndine genes and the 
amino acid sequences, the 2-1 and 3-1 classes Occur 
with a relatively high percentage (see lable 3) 
Correlation between (hese two sampies is good for 
all classes. 

Discussion 

The finding of a vast amount of pseudogenes 
within the human V,, and VI. genes of other species 
studid have posed several questions about its 
possible function in the immune response (Wysocki 
& Gefter, 1989; Pascual & Capta, 1991). II has bern 
proposed that the number of mutations accumulated 
in pseudogenes with respect lo functional gerinline 
genes is principally f m'ilion ni. (1) the time illalISCLI 
since filactivalit)11 of the gene has occurred 
(131ankenstein rt n1.,1987); and (2) possihle 1 unct iona I 
reshiclions actinr, in tlw 11PW state nf lite Arne 
(P,ssetn1 itt ("arra, 39)1; linnlittm In 1.1 ttt., 1992; 

MeCormack a al., 1993). in rs,elidovnts., Of alt 111.• 
species analyzed (principally from human), a high 

Table 3 

rercerdase oí canonical stritclute clas‘es 

Cana nical 
Strucluse 
(1.15.t, 

SantrIcs 

ItutnalA 
rscsidovnes 

09» 

Human 
funcionto1 
getalline 

goles 
(74) 

}'urna» 
ie mino 
and 

bekittenrek 
Otra 

MIKIS: 
rstnillownvs 

(IS) 

1-1 100 1.17 13 14 fi 7 
1-2 11O 17.3 19 S bo 7 
1-3 69.0 147 474 07 
1-4 133 40 09 n 0 
2-1 0.0 12o 52 oil 
2-2 00 00 00 0 u 
2-3 0.0 00 00 00 
2-4 00 PD 00 un 
3-1 5.0 12 0 11 2 0 0 
3-2 00 00 00 un 
3-3 0.0 00 0 9 un 
3-4 00 DO 00 00 

t Numbet td hoy wnres 

11~11;141'1V Pral rtbsetved in residuesdeternuni tlw 
.101,1 w I ien compared with the I unotional gercidit i.'  

grill" and aminv acid sequences 
(out rata ny, with i1 fact that pseudogenes have lin 

age nf sevendestructive mutations per sequen«,  
(subid( the antigen binding sito, the finding that 69% 
of lis sequences have ~mica! structures of 111 and 
48% nf lis sequenees hm? ca 	st ruc ut es for 112 
is quite surprisiry, In the case of 112, having fewrr 
thequences presrntirs cannnical structures might be 
int imately rebted lo the fact Out this hyper variable 
109, 	in general, les% conservad (Chothia ct at , 
1992) In aildition, the amino *ea sequences have 
tanottical 51(00131e frequencies similar lo those in 
pseuitogenes 1 he ahoye combinad with 11w resulls 
that shoei, "Iva rs. eudogenes from mouse and otlwr 
species (as distan' from human as Xrnepas and 

al.,0 pri-witt a higo propoition of (anona-al 
si; mimes reinforce the main result of this report, the 
res-coro ni canonical structure sequen«. pm tenis in 
human pseuitt genes. 

isanideigenes are tris only mole 1110iSy Iban 
functional gcrrnline genes atad amino acid r,e• 
quences, but the number of mutations is also more 
variable among sequences as well. This observation 
serios lo point towards the need of analyzing if the 
presence of a brge number of destructivo mutat inns 
in 11w Framework imply the &t'unce of sequence 
panel ns of canonical structures. Therefore, d iscard • 
ing froni the analysis alt those sequences with more 
Iban ten mutations (12 sequences), the rereentage ot 
human pseudogene sesoences with canonical 
si r uct tires was calculated. The percentages obtained 
tivie 07 for 111 (69% considering sequences, see 
'1.11111. 1). and 52.1;', for 112 (4S% considering al' 
sequences). ha' 111, 11w percentage of 5etiliClIT 
paneras decreases, while for 112 it increases. Thcsc 
resulls sem lo be ;In indicatinn that a st long 
tittti.latintt r4 t111t t 	Vt.NI ltol wc'en 1;19T I rn tle %vol 1,  
nntlanow. ant1 111e altstwe uf canonical structure 
ralterns in psemlugene hypervariable loops. 

1c. mente st odies between functional gerrnline 
genes and pseudogenes have shown the exisience of 

stionr, evolutionary link betwecn the functietial 
gerniline genes and the pseudogenes belonging lo 
the same family (Pascual & Capra, 1991). Thus, the 
consislency of resulls reponed in previous seetions 
can be tested by analyzisig the 0311001i011 amois 
canonical structures and functional germline gene 
and pseudcigenc familic,s. The distribulion of 
canonical structures codified by gene families was 
analyzed. It was found in almost all cases that the 
canonical 51ruclures that are eneoded by the 
fina-bona! germline genes of some families are 
encnded by pseudogenes that are membcrs of the 
same family (results reit shown). That is te say that 
a ilisse correlation in the codification of canonical 
sti uctures and the sequence families bctwecn 

germline genes and pseuringenes ex ists. 
ti has been propase(' that the sequen«,  connerva-

tino observes' in rseudutenes is due lo germline 
gene ennversion bino el al., 1994). As discussed 
pieviously, almost al) the V1, functional gcrmlinc 
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sequencet. The tsequence V71.7, from humall rsvudup•rwti ha.., 4(1 1 II, 	 and se/trence panero corre..pondiny; 
lo canonical struclure bu!. !ad, inf, the lecorki 14,41f of thr sealuviwt. , ri•Nidue 94, hong important lin conformanon. 41 1S 

41411 laxywh. The ¡denla y 01 thel, he.11111111.0 W1111 le:TV't 1 lee 0010 p. ile11111,1.111: 	 A4.'a11:1111e. w¡me cailuinied A 
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V71.7 has the canunical slruCture tvpu 1 for 111 

Materials and Methods 
Ig V. Sequences 

In order 145 	the 	 kit uctitil`• 111 	V,, 
rleudogene sequences, a muhirle ahgrulumi vos 
formed for hurnan rsvudor,r 	bC1111411<e% and ab 
pseudugent• mine:ice!, repoilekt fol 	uitier srweir; 115 

the Crobank data ba..e tuli•a».. , 141 (I 48;4111' 1) / 114' 111.1111 

11.MO:uf 110414(1 	 thuntaii) 	 sk.,pient 
Iva& the directory oí pseuciogene se(plent:es reponed by 
Tornfinson a ni. (19923. /fuman seiluenct%. oblaintd by 
twarching 1he nucleúlide seiptet tel. data base wcre 
compared with the 4111.1tWeqlWrItit 	Ititechite '1 how 
«normes that have 95% or mole identit wiiii 1114' 114 

mole sequences oí the directorv of lomlinson ri 	099?) 
mire discarded from the«. analysn'. Inolmriete 
sequences that do nk-)t encode at least (loe oí the txvo 
hypervariable loop!: 0-11 and 1121 wete di.,:atttet1, 
Sound 14 additional \'44 Netwencel out oí a total oí 53 
sequences. Concerning other sreries, II4t nurnhet of 
pseudogenes seciuences found were: Abs., rfirim.ifin , 

(mous{). 23; Oryctobsus 4411441181144.. (rahlmt), S. Xi'tiltp:in 
lrauis (Xritivnts), 4; lleirrairtlius fr,mcbci (..hall.), 1; and 
L'oil sauna (4:loph). 1. 

Twu additional muhiple aligiments wcie formed 
lo compare the relatIts. of lunvian, pseIntiy,i.ries. 14114' 
Int human VII f uncti oriol ger mime 1=4444 anktibetkd‘er ofle 
for burilan V14 ornino acid to..oiletwes '1 he 111411141'1e 
afignment uf burilan functitmal yyrinline 1,ellt. was 
obtained from Tomlin,-.14n ci ut. (1972) 1 lb: 

Mignment ttf hornan V. :unirlo uid 
cotwhirch...1 conNiiieting 111 	V„ 	3h114' se1111(.110..., 

teporled by K:111;114:141_ (1091), thits litikipr, 	
„f 32 /4 

scqucnces. 

Classilicallon el pseudogenes sequences by 
residue idenblies 

¥1e41u4uc4`• u! 144!4 Itincitonal ger wittrie gene. have beeo 
established fantilles (Pascual Ñ Capta, 

19911 	 c! al. (19%.42) have as.,Tiled 
p%eudi lp,ene.. In the f met loa) 111111111ot gene tainilies 1 hl., 
ri4..,,448aii1471a".V.11111+141111.111111 ;14'C5)1' d11131 14 1 1111` :11111110 aCrit 
hl. n'uy 	ef 	It 14 .1.4111i erv114' 	 4511111111191ele1it. 144141 

11111,1,'444 1441k lb bin,11 n011111111' Will' I 	ppl) 	this 
the 34 addnional human pbeudiyene seiltientes 

and r.eiii.loy.,enes hom the other speries werra%signed to 
fundional germline gene faiviiiieb ebbblistactt 

1 emlaro,on rt 41! 1 992 ) (I'igure 1). 

Struclural divergence mcasurement 

Pan:1110,,is 	Igof l.nttt5n ihret.-dimenmonal 1'1444{14444' 11,8'. 
n Íltat V,. and Vi, doinai n. contain a larrylv cons.er VIII 

f4-sheet frainewor (Anvel & Poljak, 1979.) ilestdile, 
mainiv reTtity,ible leal the h !Rictus-al conseiveti features in 

domains have beent ptopitsed 	Chtlthia Cr 411.  

(14);,S), ha4e41 Oil sitiadora! t'Instile:altor». Gee h tp 111 1:11,. 
utt. 1). For eas:b iromeworl. 	444.,verAI amino and 
re,idoe?»appear mol inatly in the Vh1 dornajo!. oí (Chothia 
ri 	1914ti) 1:11f 1111: r1.11110,10% 	r`S.1:111 analySis thilse 

positit ins 44.41 havinp, any. uf 	an.uno acid tel.icitivis %vete 
c4111..11.1ekt 	de(eitive nr roulated. Thit. 
cattwit 	((Si every stitience in each sanarle. '1 he aver.ye 
numh..r 141 tleleCleVe 	 sequenre in rack y:1mph,, 

,11,111.111,1 by the Standard nwthloti 
aiiinhet iif iti.tedivy pitsilion% hy the total entinhet 111 

,4111, 14,4, 114 	 Siieh description 111 m...quen,:e 
ktt .i• '• 	‘likerp,ence ruip,hl be conbidered 175 an 

nat 
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Sylicrima' Flefierroot 	l'aehrOhNie•irs 	 7 

averomphh, &hoy, DI dm botysidun.y, 	rho sino hl i 	a 
iiihm-11-Irstablished feo that protehm az, carothn al  1, m.1 

anul!) ni ahrommodaiinig thi eflecih. pf nitathon- 
(Cha, hia II 	394is i ln this analywo, however, the pilip 
viras rotirrude a d , •rgencr rrwasurernent ot tac/. sarer‹, 
with romped in sorra standard of reírle:N(1' 

DoterrnInation of canonical atrutturas and cannnitlit 
structur* dem% 

Canarucal strutturrs for 111 and 112 in riseudogenh 
arquences, funi-tional i/errnline genes. and animo a; id 
arquencrs wer e dctermined on cach mulit} ¿lirio-nen! by 
the sequencr Narras a. defirlecl by Chothia el o! (Chothia 

Le4, 3957, Chollua ro al, 1989, 1992, Tramontan, ff 
1990). In txder lo width for (hese pattemt in the three 
multipie sequence abgnrnents, &II ornynt Ion", of number,  
ing. place:Tient of 	 itlyth arxf itk"4114/Ati(ib 

arquencrs of hypervanable loops are 	reponed 
by Chothia el al (1992) 

Canonical structure clasi.es as clefined by Chotlw f : 
(1992) arr the diffetent comhtnalsort1/4  of canonical sir utturh• 
types for Hl and 112 There classes are nimbe:id in the 
farm N-M, N hong the number of the 1i1 canorwal 
atructure and h1 the corresporxiing nne for the 112 
strurture 
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Abonad 
1s the stmetural repenoire of immunoglobillins free lo acloja an almost int-Hule 

ntunbo ofekyidinnations o &les it take advantage of only a fem conformatiow, t4 ►  build the  

diversity of the unintine response? la this paper 	study Chis quesnon ht opp)ying the 

canonical stnicture mode! to the characterilation of the struetural fepertcare of the 

inimunoglobulin 1 he results show that, from 300 possible ditrerent canonical structures 

elasses (combinations of canonical stnictures in five of the six hypervariable loops that 

forms the antigen-Binding site), merely 10 combinations comprise aboca the 87% of the 

roughly 400 sequences analvied Additionally, it was observed that 112 and 1.1 are the main 

determínants of the struetural variabilíty of the antigen-binding site. The possihle funetional 

significante of these results was eorrelated lo a dassifieation of the antibodies in tercos of 

their ross 	'1si o sets of canonical structure classes were found, cine of diem with 

preferente for some tepes of antigens like proteins, polysaceharides or haptens, and the 

other with multi-specilic hinding capabilities. Analysis of antihodies of known 

three-dimensional structure show that the specifie classes cach presenta particular overall 

geometry of the antigen-hinding site, ln eontrast, in at least une multi-speeific elass, it 

observe d that changos in the general gcometry of the antigen-bincling site are pnxiuced by 

different conformations of 113. The implications of these results for the molecular 

recognition process mediated by immunoglobulin are hereby discussed. 

1. Introduction 
Antibodv moleeules are highly antigen-specific receptora of the immune system. 

Antigen-antibody interaction involves the variable domains cach composed of a two 13-sheet 

framework (Amzel & Poljak, 1979). The antigen-binding site is composed of six 

hypervariable loops; three from Vb  and three from Vi.  denoted H1,112, H3 and L1, L2,1.3 

respectively (Wu & Kabat, 1970; Poljak et al., 1973). Genetically, 1-1 and L2 are encoded 

by the VL  gene, while L3 is produced by the recombination of an additional gene segment, 

In a similar way, 111 and 1-12 are encoded by the V14  gene, and H3 is a result of the 

reeombination of two additional gene segments, 1) and in  (Toncgawa, 1983). 

Analysis of antibodies of known three-dimensional structure has revealed a small 

number of main-chain conformations or canonical structures for Hl and H2 as well as for 

1.1, L2, L3 (Chothia & Lesk, 1987; Chothia et aL, 1989; Tramontano et al., 1990). 

Canonical structures in five out or six hypervariahie loops imply that only a fe«' main-chain 
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confomiations are present tn n 	set of antibody moteeides with ditietent loop sequenees 

A can‹ mica! structure is determino] by.  (1) the loop size and (2) by.  the presence of certain 

residues at key positions, in hoth the loop and the framemork regions (Chothia & Lesk, 

1987; Chothia et al., 1989; 1 ramontano e: rol.,1990). ()n hasis of this pattern that relates 

the sequence and the duce-dimensional stmeture of the hypervariable loops, analysis uf. 

functional gemtline genes (Chothia e: al., 1992; Cox et al., 1994. Williams & Winter, 

1993), pseudogenes (Vargas-Madraz.o et al., 1995a) and matute (nirlo Heid sequenees 

(Chothia et al., 1989; Vargas-Madrazo et al., 1995h) show canonical stnictures in almost 

alI the 1g sequences. 

From a functional point of view, it has been suggested that there are some 

geometrieal features of the antigen-Binding site that correlate with the type of antigen 

recognized (Davies et al., 1990; Wilson el al., 1991; Wilson & Stanfield, 1993). For 

example, antibodies speeific for small molecules have coneave antigen-hinding sitas, 

frequently found as a decp "pocket" or "groove", while antibt.dies that bind largor 

moleculcs, such as proteins, have fiat antigen-binding sitos (llecs & de la Inv. 1986; I3olger 

& Shcrrnan, 1991; Wilson e: al., 1991). Following this suggcstion and the fact that 

canonical structures are present in alrnost all the Ig sequences, one can expect that certain 

combinations of canonical structures correlate with the type of recognized antigen. If some 

correlation hetween the general architecture of the antigen-binding sito and antibody 

function is found, this will provide insight finto the general mechanism of the molecular 

recognition mediated by.  Igs. In addition, heuristic schemes hased on this correlation Gould 

he useffil for more rational de novo desig,n of antibodies of desired specifícity. 

In orden to study the ahoye proposition, the concept of canonical structure classes 

as the combination of canonical structures in VII and 1-12 proposed by Chothia el al. (1992), 
is extended in this papen for the combinations of canonical structures in 1-11,1-12, L1, L2 and 

L3. The concept of canonical structure classes allows us to characterize the structural 

repertoire of Igs. The possible correlation bctwcen different canonical structure classes and 

the recognized antigen was then studied by classifying the antigens in term of their gross 

chemical and biochemical nature, for example, protein, polysaccharide, hapten, etc. 

Conceming, to 113, it has been proposed that Ibis hypervariable loop is the main 

contributor to the speeificity of the antigen-binding site (Kabat et al., 1991a; Wu e: al., 
1993; Wilson & Stanfield, 1993; Wilson & Stanfield, 1994a; Pallan 1994). On the other 

hand, for 1-13 no canonical structure has been described at present (Chothia & Lesk, 1987; 
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Wilson k stanfield, 1993) bus, in urdo lo charaeteri7e the role uf this hypervariable loop 

in relatiou with the 1g seeitieity, pee analyied the length distributiun (1113 in relation to the 

gross specificities ahoye mentR)netl. 

Finally, tu fiad out the general geometrie features of the antigen-binkling site in 

relation tu the canonical structure classes and the role played for 113 in the 1g specificity,  the 

1gs ofknown Marie-dimensional stnictures were examined I3ased un the results obunned in 

the analysis here presented, a general mechnisni for the moleetilar recognition mediated by 

1gs is proposed 

2. Results 
a) Distribution of canonical structure classes in the Ig sequences. For Five of 

the six hypen'ariable loops that fonn the antígen-binding site, severa) canonical structure 

typt.'s have 	desoibed at present (Chothia & Lcsk, 1987: Chothia el al., 1989 Chothia 

el al., 1992). '1 hree canonical structures types have been identified for 111, four types for 

112, live twcs for 1.1, une type for 1.2, and live types for L3 (Chothia & 1..esk 1987: Chothia 

e: al., 1989: Chothia et al., 1992). From these canonical structure tupes, the total number 

of expected canonical structures classcs for the Igs can be computed. ihus, the expected 

su-uctural repertoire of 1gs should comprise 300 canonical structure classcs. 

In order tu study the canonical structure classes oceuning in the funetional domains 

of Igs, the VII  and VL  sequenees compiled in the Kabat's Data Base (Kabat et al., 1991h) 

were examine. From approximately 4000 sequences reponed in the Kabat's Data I3asc for 

cach V &main, not 1111 the sequenees have the complete information to be antilyzed. That 

is, the sequences should fulfil threc main criteria to he selected for the analysis. First, its 

should have Vil  and VL  sequences for the same antibody. Second, the sequences should have 

the patterns corresponding tu canonical structures for 1-1 1 , 1-12, L I ,1.2 and L3. Third, the 

sequences should have known specificity. Application of these en tenia to the total amount 

of sequences in the Kabat's Data Bases gives a set of 381 sequences (see Materials and 
Mcthods section for details). 

Analysis of the 381 useful sequences shows that, from the 300 expected canonical 

.structure classes, only 29 classes are found. 1f only are considerad those classes which have 

over the 2% of the total number of the sequences analyzed the result is more surprising. 

Thus, ten classes (see first and second columns of Table 1) comprise the 86.9% of the 

sample. That is, a mere 3,3% of the expected canonical structurc classcs represents roughly 

4 

[VI 

tvo" IN» 

f 



the $7% oftlic 11). sequenees useful fui the analysis. 1 hese resulis indiente that 'be observe,' 

structural repertoire of 1gs is restrieted lo use preferentially aa snuill number of 	n i 

of canonical structures in five of the six hypervariahle loops that fonn the antigen-binding 

sate. 
Another signifieative f aturc of the observed structural repenoire of Ik raising for 

the aboye results is that, 111, 1.2 and 1.3 always appear with the canonical structure type 1 

(see first column of afile 2). Ibis means that, 111, 1.2 and 1.3, do not contribute to the 

variation of the most fi.equent avises in the 1gs. only 112 and 1.1 change from orle class tu 

another. 

h) Canonical structure classes and gross specifidties. 13ased un the prcvious 

results, M'e shit note anal -re the sixxificities of the ten classes with highest frequeney. With 

Chis airn, a classifieation in ternas ofgros.schemical and bioeheinical tinture of the recognized 

antigen tras introduced (so.: Mate.rials and Mcthods section). The results are reponed in the 

columns three to cight of the 'rabie 1. It should he noted that the spcciticities in these 

columns are arranged in deereasing order of antigen size, from protein to hapten. At a first 

upproximation, Chis reale represents the convexity dejec of the antigen surface. 

The classification of the antigcns hased in chemical and biochemieal entena here 

proix)sed oversimplilies the complexity of the epitope structure. However, with Chis simple 

procedwe two main groups ofcanonical structure classes can he Sound. In some classes une 

or two spccificities appcars with a high frequeney, whercas in other classes, severa] 

spccificitics Occur with similar frequencies. Therefore, hased un these two types of 

distribution respect to the specifieity, the canonical structure classes can he ciassified as 

specific 'S' or as multi-specific 	(see last column of Tahle 1 luid table fixnnote). 

Following Chis clussification, six classes are preferentially specific for one type of antigen, 

while the remaining four classes are multi-speeific. The formen represent about ha1f of the 

sequences wmprised in the 10 (den occurring classes. Moreover these classes cover almost 

all the antigen types, from protein tu hapten. The multi-specific classes on the other hand, 

appear capahie of interact with various types of antigen and represent the other half of the 

sequences. 

e) H3 length and its contribution to the diversity of the antigen-hinding sito. At 

present no eanonical structure has peen identified for 1-13. Rccently, Wu el al. (1993) have 
analyzed the distribution of 113 lengths in the 1g sequences. They observed that the H3 

lengths disirihution from different spccies resembled an aleatory process, From such studv 
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has been stigyested that the role of113 is intimately related It the fiar speelfietty of the lys 

(V•'u et al., 1993). 

In 1 afile 2 (ekiltinin two) tlw frequeney distribution of all the sequenees reponed 

in the Kabat's Data base as a funetion of the 113 length ís reponed 'l he eolumns Otro: lo 

eight shows the distribution of 113 lengths in temas of the sequence specífieity. For all 

sequences as well as for the speeifieities the distrihution is similar. 'I hose 113 with medí= 

length (from 7 to 13 residues) have frequencies rather large. his rango of lengths represent 

72.5% of the sequences. The frequeney of sequences with long loops (more than 14 

residues) is also considerable large, comprising the 20.4% of the sequences. This is more 

evident for anti-protein and anti-surface sequences. In spitc of tilín, the frequencies as 

fünetion ofIll Icngth for each speeificity resemble a Poisson dístribution, like in the analysis 

of Wu el al. (1993) Ibr specics. 1 his observation suggest that the lcngth of 113 is 

independent of the gross 

d) Three-dimensional analysis of the k structures. 'I he results presented in 

1 tibie I show the existenee of six spccilic classes and four 	 elasses. In arder 

to find the structural features of the canonical sir-vientre class associated to the differenees 

in specificities aboye descrihed, the three-dimensional structures of the 1gs reponed in the 

PD13 (13ernstein et al., 1977) were analyzed. 

In the case of specifie classes, those that preferentially bind the largcst and the 

smallest antigen t)pes mere seltwted 1hr the structural analysis. These are the class 1-1-2-1-

1, prefercntially specitic for proteins and classes 1-4.3-1-1 and 1-4-4-1-1 preferentially 

specific for haptens. The most abundant classlx)th in sequences and in structures, class I -2-

2-1-1, was selected to he analyzed among the multi-speeifie classes. 

In Figure 1 the superposition of the lg structures corresponding lo the class specific 

for proteins is presented. The surface of the antigen-binding site is relatively fíat, 

independently of the amino asid sequence of each particular molecule, that can alter this 

character only slightly. This observation is consistent with Wilson el al. (1991) suggesting 

that antibodies that hind largor molecules, such as proteins, tend to have fiat antigen-hinding 

sitos. In the anti-hapten classes the antigen-Binding site (Figure 2) presents a vcry deep 

cleft, approximatcly 10 A dcep and 15 A long. Differenees in geometry from an antibody 

to another do not changa: the general geometry of this dell. This is also consistent with the 

suggestion of Wilson el al. (1991) for the general geometry of antigen-binding sito of the 

anti-hapten Igs. In these anti-hapten classes, the two walls of the elefi are built by the 
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hypervariahle loops 112 and 1.1 All the antigens fotind ni these erysiallographie structures 

are hound tn some repon elose to the bottom of the clefl his featine should allow the 

antihody to maximire the contaet surface beis; een this highly eoneave pan of the anlibody 

and the smaller 	It ;votad be very diffiet ilt to tighth bind a globular protein to ibis 

surface Ilecause the anea in contad at the tips of the dell, svould not he sufricient lo pruvide 

interactions comible of producing a lugh Binding constant. 1 has, ti can he concluded that 

hoth antí-hapten classes analyzed have a general gcornciry of the antigen-hinding site 

formed 1w a deep eletl, in which oil the antigens are hound. In addition this geometry 

cxcludc the possihility of hind large moleettles *I bese structural l'entines allow to 

differentiate the specific elass for haptens from specific class for proteins. 

Concerning tu the multi-specifie canonical .structure elass selected for the study (1 - 

2- 2- 1- 1), four structures helong.ing this class are displaved in Figure 3. Srxwificities as 

diverse as for neuraminidase aml for arsonate are round arnong t.hese molecules. The general 

geometry of the antigen-hinding site resulis rather nal (see Figures 32??'? and 3b). liven 

though, a central hule appears in some structures (see Figure 3h). The distinctive feature of 

the antibodies in this class is the large confonnational differences in 113 (Figure 3a). Ibis 

allow to classify the 1-13 conformations in open and twisted (see Figure 3e). When 113 is in 

an open confonnation, the antigcn-hinding site presents a central hule as in the ami-

phenylarsonatc 1g. In contrast, when 113 is in a twisted conforniation, the antigen-Binding 

site results in a relatively first surface. The twisted conformation is found in two antihodies: 

one hinds a protein (neurarninidase), and the other binds a hapten (arsonate). In the anti. 

arsonate Ig, the hole is not completely closed, and the hapten, being very sniall, is hound in 

the hole (cita). Thu.s, 113 ‘vorks as a lid, covering the arsonate. This observations indieates 

that the surface of the antibodies in this multi-specific class, heing fíat can present a central 

hole depending on the conformation adopted hy 1-13. Therefore, the differences in the 

geometry of the antigen-binding site allows the antibodies in this class bind both, large 

antigens and small moleeules. 

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

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

381 V domain sequences. From 300 expected combinations of canonical structures that 

should comprise the possible structural repertoire of Igs, only 29 canonical structure classes 
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are observexl m the 1g sequenees '1 his result suggest that the observed structural repertoire 

of the 1gs inelude a very 	amount of the all possible conibinations oí eanomeal 

struetures. Moreover, mithin the observed structural repertoire roughly the 87% of rhk,e 

seque nces are comprised in only 10 canonical structure classes 

An interesting featurc of the 10 ofien occurring classes is the conservation of the 

canonical structure type 1 in 111,1.2 and 1.3. The canonical structure type 1 is the shonest 

conformation for these hypervariable loops (Chothia & 1.esk, 1987). '1 opologically, diese 

threw shorter and conscrvcd loops alternare with the thrcc other loops of variable lcngth to 

fonn the antigen-binding site (112, 113 and 1.1., see Figure 2c to notice the relativo loeation 

ofeach hypenuriable loop in the antigen-binding site). Thus, variations in the length of 113, 

1.1 and 112 can he related with the gross spcciticity of the antiluxly, 13olger & Sherman 

(1991) have suggested a similar proposition for 113 and LL 

In functional terms, the 10 canonical structure classes that mainly conform the 

observed su-uctural repertoíre of 1gs can he classilied in two main groups in relation with 

their ability to binas dilrerent types of antigcns (sce Table 1). Une group has preferences for 

certain antigen type, such as proteins or haptens, while the other group has multi-speeific 

capabilities. Within the specifte classes the lcngth of 112 and 1.1 correlate with the type of 

rewolmiied antigen. Thai is, antibodies with short loops in 112 and 1.1 (canonical struetures 

class 1-1-2-1-1) are preferentially specific for large antigens (proteins). In contrast, 

antibodies with long loops in 112 and L I (canonical structure classes 1-4-3-1-) and 1-4-4-1-

1) are preferentially specific for small molecules (hapiens). The three-dimensional structures 

analyzed for these classes have acknowledge of this finding. 

Regarding to1-13 (the other loop of variable length) our results from the sequences 

studies, indicate no correlation between the length and the gross specificity at this 

hypervariable loop (sec Table 2). In the three-dimensional structure of the specific classes 

analyzed it can be noticed that this loop is not essential in determining the geometrical 

featurw of the antigen-binding site (seo Figures 1 and 2). Thus, the contribution of 113 lo the 

recognition capahilities in the specific classes se erns to be more related to the fine specificity 

of the antibody. However, in the three-dimensional struclures of the multi-specific class 

analyied, it was concluded that the confomiation of H3 is the main responsible of modulate 

the geometric characteristics of the antigen-binding site (sec Figure 3). 

The aboye results taken together suggest that, differences in the role of 1-12,113 and 

L1 generale the main groupsofcarionical structural classes that form the observed structural 
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repertoire of Igs In a fust gross !inri of antigen-antibcxly interaction. atitilx 	stli similar 

gcometrical charae:cristics in the antigen-binding sic reeogni/CS type 

similar oyeran geometrical futures his gross leve! 	recogniiion in the spccific classes, 

is detennined by the length (11'112 and 1.1. In the multi-specific irlas, the first leve) of 

antigen-antibody recognition is dekuuned mainly by the 113 confomiation. In hoth COSCS, 

un the other hand, the further fine adjustment for a high affinity of the antigen-antibody 

interaction should he contributed by: (1) sido-chaira interaction of residues mainly at most 

variable positions within the hypervariable 1(mps 	et al., 1990; Minn er at, 1991 

l'adlruiet al., 1995); (2) confomiational rearrangernents of the antibody in response to the 

lígand hinding (Wilson & Stanfield, 1993, 1994a). and (3) water molecules at the afligen-

antibody interface (Marjal/a Poljak, 1993; Wilson & Stanlield, 1994b), 1hen, une can 

speculate that the process of molecular recognition mediated by Igs would comprise two 

main components: a gruss geometrical complcmcntarity mainly detennined by the 

combination betvt-ectil-12 and 1.1 or by 113, and a fine complementarity, giren by the three. 

.above-mentioned components. According to this proposition the fine complementarity of 

the antigen-antibody interaction. first presuppose an adequate levet of shape recognition as 

was early suggested by Pauling (1945). The schcme of variation by 111/1.1 for specific 

classes that comprise about half of the observed su-uctural repenoire of Igs, is useful as a 

framework tu explain overall features of the mechanism of inmune recognition mediated 

hv Igs. In addition, this scheme males possihle to start from certain combination of 

canonical structures in order to design antihodies of desired specificity. 

4. Material% and Mcthods 

a) !g sequences. The Ig sequences were ohtaincd 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 fiar VI, and 3377 sequences for VL. From this sample the number 

of sequences considered for the computation of the distribution of canonical structure classes 

was 381. This number results from several restrictions that rnust he satisfied by the 

sequences tu be considered in the study. These include: 1) The sequence must be complete 

(3118 and 2415 sequences for Vil  and VL, respectivel)'); (2) Both domains (V11  and VL) of 
a giren antihody must have reponed (1192 sequences); (3) The sequences must 

simultaneously have sequence pattems compatible with some canonical structure type 

(Chothia & Lesk, 1987; Tramontano et al., 1990) for H1 , 1-12, L 1, L2 and L3 (415 
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stxlikznees). and (5) 1 he secluenees necds tu have reponed its 	t3' 1 secitietwesi 

rhj Determination of canonical structurn and canonical structure 
Canonical stmetures In 111,112,1,1,1.2 and 1.3 m the sequences w el e cik..termined following 

1111 conventions of nunibcring, phicement of insenions, length and localization 

1.51x-lvallable loops proposed by chothia el al. (Chothia & Lesk, 1987 raniontano el <41.. 

1990) Sequenee management, analysis and detennination of canonical structures mere 

mude using the VI1Z package developed in our i2.1. 01111 (Almagre e; al., 1995). canonieal 

s-tructure classcs WI.Te Jelined as the different combinations of unonical strueitire tvpcs fOr.  

1.11,112,1.1,1.2 and 1.3. 

cj Determination of the length of 113.The 113 is a hairpin loop that begins at 

position 95 and ends at position 102 aceording tu the convencional numeration of Kabat 

al. (199111). There is a maximum numher of 19 residues for the length for 113 (positions 95 

to 102 plus positions 100a to 100k). Nevertheless, sequenees with lengths of up to 26 

residues have beca reponed (Wu er al., 1993). 1 lowever, the nuniber of setpienees with vete 

long lengths is sniall and repre,sents extreme cases in the sequences. Wc cunsider only those 

sequences that fit into the convencional numeration of Kahat that allows a maximum of 19 

residues for 1-13 for the present analysis. 

d) Dffinition of general specificities. A eiaÑsification in terms of the chemical and 

biochernical tinture of the antigen seas intaxluced. The following groups of antigens were 

define& (1) protein, (2) surface afligen (3) polvsaccharide, (4) nueleic asid, (5)  peptide, 

and (6) hapten. 	sample of 381 Vi, and VI  sequences comprises 130 different 

specificities, distributed as Ibllows: 64 specificities for protein, 10 specificities for surface 

antigen, 4 specificities for polysaccharide, 11 specificities for nuelcic acid, 10 specificities 

for peptide and 27 specificities for hapten. There are several considcrations about this 

classification. PROTEIN: If un antibodv recognizes a soluble or meinbrane-imbibed 

protein. The recognized protein eould he an immunoglobulin itself. 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 is 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-
surfacc antigen" \vas defined. lt is expected that most of thesc specificities were anti-protein 

or anti-polysaecharide. POLYSACCHARIDE: All the carbohydrate polymers recognized 

viere considered as inembers of this group. NUCLEIC ACID: DNA, RNA, single chain, 

10 



double clan) and an e<impund fonned by nueleolídc are so classified PI:1111)1:: 1)efined 

as a segment of a pmtein or a small natural polypeptide Iike sangiotensin". 11A Pi 1: N, Any 

small moleeule is considered as Inter) Antibodies that recognile lipids and catulytic 

antihodies were ineluded within this 
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Toldes Footnotes and Figure Captions. 

Table 1, 

a) The classes are nurnbered in the farm M-N-O-P-Q; M being the tupe of 

canonical strueture present in I-11, N the corresponding one for the 112, 0 the structure for 

L I , P the structure for 1,2 and Q the structure for 1,3. I)) The percentage for each canonical 

structure Class in respcxt to the total number of sequences analyzed. Only classes with more 

than 2% are reponed. e) Speeifieities as defined in Materials and Methods section. The 

percentages are normalizad to consider the differences in the number of sequences analyzed 

for each gross specifieity. The nonnalintion implies that to calculate the percentage of each 

specificity within a Class, the number of sequences is multiplied hy a factor ohtained from 

dividing the total number of sequences analyzed (381) by the number of sequences found 

for the srxx.ificity. This normalization maks the percentages independent from the number 

of sequences analyzed for each specifieity. d) Classification of canonical strueture classes 

as speeific or multi-specific. In the analysis of the distrihution of percentages ofelasses hy 

general specificity the classes are grouped accord to the farm of the percentage 
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diste ihutiun 1f in the elass a si eeifieity has more than 	of the sequences, the Class is 

eategorized as specifie and a 'S' is assigned. If a specifícity with mole than StMis does not 

appeau in the clnss, the Class is categorizell as Illtlitl-Speelfle and ts labeled as 'N1". 

Tolde 2. 
Distribution113 length 11) 	pereentage for each length in respect tu the total 

number of sequenees tinalyved e) For each sixxilleity the percentage of culi 113 length with 

respeta tu the total numher of sequenees of the spIxifieity is reponed. 

Figure.1 Ig structures within the canonical structure Class 1-1-2-1-1. 1 his is a Class specifie 

for proteins. The swerposition Utile stnietures correspond tolINTIF1.-10 antihody, in blue 

(PDI3 entry: 111FNI) and 1)1.3 antibody, in vcllow (P1)13 entry: 1 FV11). 13oth Igs are anti- 

lysozyrne antibodies hui against different epitopes. 	solvent aceessible surfaee (1.7 A 

rolling splik.'re) of the hypervariahle loops (Kahat el al., (19911)) detinition J is presented to 

be ahle to appreciate differences derived from different sido chairas. 

Figure .2 Ig structures in the canonical structure classes 1-4-4-1-1 and 1-4-3-1-1. I3oth 

elasses are spccific for hapten. Superimposed structures are: 4-4.20, anti-lluorescein, in 

magenta (PDI3 entry: 4FAI3), 13VO4-01, anti-trintieleotide, in milite (PDI3 entry: 1CV13), 

MCPC6O3, anti-phophorileholine, in green (PDI.3entry: 2MCP). (a) Ca representation. (h) 

Ca representation and stick and boli of the hound antigens. (e) Ca representation, bound 

antigens and the solveni accessihlc surface of hypervariable loops (see figure 1 Ibr 

definitions) from 13VO4-01 structure. (d) Solvent tteeessible surfaces for all the antibody,  

molecules. 

Figure.3 Ig structures in the canonical structure Class 1-2-2-1-1, ibis is a multi-specifie 

Class. Superimposed structures are: 36-71, anta-phenylarsonate, in blue, (P1)13 entry: 

6FAB); R19.9, anti-arsonate, in white (PIB entry 2F19); 4D5, anti-P1 851-111R2, in magenta 
(PDB entry 1FVC); NC4 I, anti-neuraminidase, in yellow (PDB muy: INCA), (a) Ca 

representation. (b) Molecules with twisted 1-13. It is possible to observe the hule in which 

the hapten binds in R19.9, which is partially covered by the twisted113. (c) Comparison of 

two structures, une of thcm within in twisted conformation (anti-arsonate) and the othcr 

with an open conformations (anti-phenylarsonate). Slice of the structures show the hule 

prescnt in structures with H3 in open conformation. 
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CONCLUSION. 

5.1. Principales Resultados de la Investigación. 

5.1.1. Paquete de cómputo. 

La implementación del paquete de computo V111 constituye en si un resultado 

novedoso de la investigación, ya que este paquete permite la administración y análisis de 

secuencias de receptores del sistema inmune con posibilidades y criterios anteriormente no 

descritos en la literatura. Las principales cualidades del paquete son: 

a) Ambiente gráfico amigable al usuario. 

h) Actualización instantánea de la base de datos de secuencias de receptores vía 

Internet. 

c) Brinda información detallada sobre la base de datos, incluyendo los atributos 

funcionales más importantes relacionados con las secuencias. 

d) Construcción de sub-muestras en base a uno o varios criterios de selección. 

e) Análisis de variabilidad mediante tablas de uso de aminoácidos e indices de 

variabilidad. 

e Análisis de patrones de secuencia de estructuras canónicas por separado y/o de 

acuerdo al concepto de clases propuesto por nuestro grupo. 

S.I.Z. Estudio del repertorio estructural en pseudogenes. 

a) Utilización de criterios estructurales para determinar el estado funcional de 

pseudogenes del dominio variable de Igs. 

b) Los pseudogenes de genes variables de la cadena pesada presentan estructuras 

canónicas en un porcentaje elevado muy similar al observado en secuencias de aminoácido 

funcionales de Igs, 

e) La distribución de tipos y clases de estructuras canónicas es muy similar en 

genes funcionales y pseudogenes, 

111"...1-; 
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(1) Los resultados obtenidos brindan evidencias experimentales adicionales las 

descritas en la literatura respecto al posible papel que los pseudogencs de Igs pueden jugar 

en la generación de la diversidad de la respuesta inmune. 

5.1.3. Repertorio estructural de lgs. 

a) La presencia de un tipo de estructura canónica en una laso aislada no es 

suficiente para determinar la especificidad general del anticuerpo 

h) De las 300 posibles combinaciones de estructuras canónicas en el sitio de 

unión, solo I() clases representan nu del 85% de las 38(1 secuencias estudiadas. res  

clases representan el 50% de las secuencias. 

c) Solo 112 1.1 contribuyen significativamente a la diversidad del repertorio 

estructural. 

d) Ilealizarido un estudio ampliado que incluye más de 60() secuencias se obtienen 

resultados muy similares a los de la muestra original de 380 secuencias. 1.a base de datos 

de 38() secuencias incluye 1 10 especificidades. Estos dos resultados aumentan la 

confiabilidad de los resultados obtenidos. 

e) Al analizar la distribución 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 tienen preferencia por una especificidad general, y 2) 

aquellos con capacidad para unirse a cualquier tipo de antígeno. 

1) La determinación de la longitud de113 por separado no presenta correlación con 

la especificidad general de la 11,P. 

g) El estudio de la combinación de 1-13 con las clases presentes en las cinco lazos 

restantes no permite observar correlación clara con la especificidad de las Igs. Esto indica 

que la participación de H3 en la especificidad involucra propiedades geométricas y fisico-

químicas mucho más complejas que aquellas relacionadas con la longitud de Hl 

h) El estudio de la estructura tridimensional de las 1gs permite interpretar en 

términos geométricos de manera coherente los resultados obtenidos a partir de secuencias. 
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fj 1.a interpretación de los resultados de estudios de secuencia.; y de estructura 

tridimensional permite proponer un modelo de reconocimiento inmune que meluye deis 

componentes, 1) una etapa de reconocimiento grueso donde la propiedade, geomé trictis  

generales juegan el papel principal, y 2) cl ajuste fino que implica la optimitaeión de la 

complementaridad geornetrica y química se da posteriormente a travesti de sustituciones de 

aminoácidos fundamentalmente en las posiciones hipervariables. 

5.2. Conclusión. 

Los resultados obtenidos en la investigación que se llevó a cabo durante el 

doctorado aportan numerosas evidencias acerca de la existencia de patrones en el 

mecanismo de Reconocimiento Molecular de las lgs. Los trabajos presentados aqui son la 

continuación de los estudios que sobre la distribución de aminoácidos por posición se 

realizaron durante la mal...su-in (Vargas-Madrazo y col. 1992, 1993, 1994, Lara-Ochoa y col. 

1994, 1995, Almagro y col. 1995). De estas investigaciones se concluye la existencia de 

fuertes restricciones en el uso de aminoácidos tanto en las posiciones relacionadas con la 

estructura del sitio de unión como en las posiciones hipervariables relacionadas con la 

especificidad del anticuerpo. Se encontró además que ciertas propiedades fisicu-quimicas 

se mantienen entre anticuerpos de diferente especificidad y que esto es independiente de la 

muestra analizada. En los trabajos presentados aquí se encuentra que también a nivel de 

estructura tridimensional existen fuertes restricciones en la geometria del sitio de unión, 

Considero que no obstante los sesgos encontrados a varios niveles de organización y 

funcionamiento de la respuesta inmune es indispensable conjuntar este modelo con la 

propiedad de alta especificidad de la respuesta inmune. Esta capacidad de generar 

respuestas de exquisita especificidad constituye indudablemente una de las propiedades 

esenciales del sistema inmune que deben ser explicadas por el modelo de reconocimiento 

inmune. Los resultados y el modelo expuesto aquí y los expuestos por otros autores 

mencionados en los antecedentes intentan poner un poco de orden en el estudio de este 

sistema (Kabat y col. 1991a). A partir de la reducción en la complejidad del modelo que 

•)111  
Unefl 
	 1, 	 0,4,1 ■ 
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describe al 	mu es corno pcklenios intentar comprender los aspi:ctos particulares de 

respuestas inmune c,-;pecificas e integrar toda esta información en un modelo  global 
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