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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es una enfermedad neurolbgica progresiva
que afecta a millones de personas en todo el mundo, siendo uno de los tipos de
demencia mas frecuentes después de los sesenta afios. Durante su patogénesis, la
acumulacién de péptido beta-amiloide (BA) en el cerebro y su agregacion en placas
es un evento muy importante, por lo que se han realizado diversos estudios para
encontrar compuestos que disuelvan o inactiven a las placas del péptido o que

prevengan su agregacion.

En el presente estudio se construy6 la primera biblioteca de fragmentos
variables de cadena sencilla (scFv) de anticuerpos anti-BA expresada en el
bacteri6fago filamentoso M13. Para la construccién de la biblioteca se utilizaron

células de bazo de ratones inmunizados con péptido A humano.

La biblioteca se seleccion6 contra el péptido BA humano en tres rondas. Las
clonas positivas obtenidas fueron secuenciadas y se analizaron los genes Vi y Vk
mediante las herramientas computacionales ExPASy, BLAST e IMGT. Se
seleccionaron dos clonas (AM2.9 y AM3.26) con regiones determinantes de
complementaridad Vy y Vx idénticas excepto la HCDR2 y con genes de las lineas
germinales idénticos. Las secuencias de DNA y aminoécidos de los anticuerpos
scFv encontrados fueron registradas en el GenBank. Estos resultados indican que
ocurrié una respuesta inmune oligoclonal en los ratones inmunizados con péptido

BA humano.



Los anticuerpos anti A humano de scFv seleccionados a partir de la
biblioteca inmune podrian ser de interés para futuros estudios en la bsqueda de
compuestos capaces de prevenir la formacién de agregados de péptido BA y
disolver las fibrillas, proto-fibrillas u oligbmeros existentes, sin una respuesta
inmune celular, por esto se sugiere la continuacién de los experimentos de
bioseleccion de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) de anticuerpos
especificos contra el péptido BA humano como una herramienta poderosa en el

desarrollo de moléculas terapéuticas para la enfermedad de Alzheimer.



ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) afecta a mas de 12 millones de personas
alrededor del mundo y es uno de los tipos de demencia mas frecuentes después de
los 60 afios de edad (6). Los problemas individuales y el enorme costo para la

sociedad ha incrementado la preocupacion ptblica por esta enfermedad (13).

La EA es una enfermedad neurolégica progresiva que tiene como
consecuencia la pérdida irreversible de neuronas, particularmente en la corteza, el
hipocampo, el sistema limbico y los ganglios basales. Sus caracteristicas clinicas
son la pérdida progresiva de la memoria, de juicio, de toma de decisiones, de
orientacién espacial y de lenguaje. Sus caracteristicas patolégicas son la pérdida
neuronal, la presencia de placas seniles extracelulares de péptido p-Amiloide (BA),
también llamadas placas neuriticas, conglomerados neurofibrilares y
anormalidades neuroquimicas (1, 2, 7). Se denomina BA a aquellas proteinas con
estructura secundaria de laminas-p que se tifien con rojo Congo o con tioflavina-S

(14).

Las placas neuriticas son lesiones multicelulares esféricas que contienen
depésitos extracelulares de péptido BA en su mayor parte en forma fibrilar. Estan
rodeadas de axones degenerados y dendritas, células de microglia activadas y
astrocitos reactivos (15). La densidad amiloide del centro de cada placa se ha
relacionado con el estadio de formacién de la placa, desde las placas recién
formadas con un centro muy difuso, hasta las placas terminales con un centro
denso (16).

El péptido BA de las placas neuriticas es un producto del metabolismo
normal de una glicoproteina transmembranal llamada proteina precursora
amiloide (APP). Existen dos vias principales para el procesamiento de la APP: por

actividad alfa-secretasa se libera el ectodominio sAPPa N-terminal y se produce un



fragmento C-terminal de 83 residuos de aminoicidos (C83) que es
transmembranal. Posteriormente la actividad gama-secretasa produce el fragmento
p3 que es una forma N-terminal truncada del péptido BA. Por otro lado la actividad
beta-secretasa libera el ectodominio sAPPB N-terminal produciendo un fragmento
C-terminal transmembranal de 99 residuos de aminoacidos (C99). La actividad
gama-secretasa, que corta a C9g9 y a C83 en la regién transmembranal, produce el

péptido BA de diferentes tamafios: de 39 a 43 aminodacidos (4,10).

Recientemente se ha postulado que el procesamiento anormal de la APP
debido a mutaciones en su secuencia, conducen a la EA en algunas familias (3,4,8).
Los datos obtenidos del estudio de mutaciones en familias poco frecuentes con
desarrollo temprano de la EA se han utilizado para identificar blancos terapéuticos

y para crear modelos animales (1).

A la fecha hay fuertes evidencias que indican que la variabilidad genética
en el catabolismo del péptido BA y su remocién pueden contribuir al riesgo de
desarrollo temprano de la EA (8,10). Sin embargo, cada vez mas reportes sugieren
que la acumulacién masiva del péptido BA de 42 aminoacidos (BA42) en fibrillas, es

un evento primario en la patogénesis de la EA (1,3,4,6,7,8,12,13,14).

Desde el punto de vista genético la EA es dicotomica, puede ser de
desarrollo temprano cuando hay mutaciones persistentes que se transmiten de
manera autosomal, o puede ser de desarrollo tardio debido a polimorfismos

comunes (9).

Se ha postulado que las placas neuriticas presentan neurotoxicidad que
conduce a la muerte celular y en algunos estudios se ha correlacionado la densidad
de las placas, y no el ntimero de ellas, con las caracteristicas clinicas de la EA (2,8),
sin embargo no se ha encontrado correlacién. Se propone que el incremento de
especies de oxigeno reactivo y algunos metales como el hierro o el aluminio

contribuyen a la degeneracién neuronal (7). Adicionalmente se han identificado



algunos derivados de nitrogeno, enzimas proteoliticas y citosinas inflamatorias en
los procesos de neurodegeneracion en la EA (13,16). Se ha propuesto que la ingesta
diaria de antioxidantes como las vitaminas C y E, puede reducir el riesgo de
desarrollar la EA en individuos sin el alelo apo g4 (7). Hoy dia se postula que la

apoptosis podria estar involucrada en la EA (11).

Debido a que el péptido BA estd asociado a la EA, las proteasas que lo
generan son de gran interés para el desarrollo de compuestos con potencial
terapéutico (8). La beta-secretasa ha sido clonada y se han desarrollado inhibidores
para ella (2,4,6,7), asi mismo, recientemente se ha logrado identificar la gama-
secretasa, y se han desarrollado tanto inhibidores como moduladores de su
actividad (4,6). Sin embargo estos inhibidores secundarios pueden tener efectos

con la funcién normal de las proteasas mencionadas.

Por eso son de interés otros compuestos que puedan desagregar los
depositos amiloides y/o prevenir la formacién de oligbmeros y fibrillas de péptido
BA (10). Ademas de la secrecion de péptido BA, se piensa que algunos cambios en la
composicién de la matriz extracelular pueden contribuir al desarrollo de la EA
(12,13).

Después de que la APP alcanza la superficie celular, puede ser
reinternalizada y transportada a los endosomas, en estos organelos ocurre el corte
por la beta-secretasa, y el corte por la gama-secretasa ocurre en su camino de
regreso hacia la superficie celular donde se libera, sin embargo, también puede

acumularse intracelularmente (13).

Las fibrillas amiloides presentan un motivo estructural p-cruzado,
contienen laminas-B paralelas que son perpendiculares al eje de la fibra con

puentes de hidrégeno intra-fibrilares paralelos al eje de la fibra (5).



Se ha encontrado que las fibrillas de péptido BA no son las tinicas formas
neurotdxicas, sino que este también se ensambla en formas solubles: las
protofibrillas que forman estructuras curvilineas de 4-11 nm en didmetro y menos
de 200 nm de longitud, in vitro, causan estrés oxidativo que desacopla los
transportadores ionicos y de glucosa en la membrana celular, y la desestabilizacion
de la homeostasis celular del calcio. Las protofibrillas también causan cambios
electrofisioldgicos lo que eventualmente conduce a la muerte neuronal. Oligbmeros
pequeiios llamados ligandos difusibles derivados de BA (ADDL) también son
neurotdxicos in vitro. Ambas formas escapan a la deteccién con anticuerpos

dirigidos a las fibrillas del péptido BA (14).

El depésito de formas insolubles del péptido BA en estructuras similares a
placas da como resultado dafo estructural en los axones. Las neuronas responden
con cambios locales en el sitio del dafio con mecanismos de adaptacion o
regeneracion pero en la EA estos resultan insuficientes debido al fuerte estrés

mecanico generado por las placas de péptido BA mas compactas (16).

Es claro que el depdsito de péptido BA en el cerebro es un evento
relacionado con la edad y existe evidencia que indica que la formacién de placas en

cierto grado, es inevitable con la edad (15).

Estudios de inmunohistoquimica han mostrado una heterogeneidad
neuroquimica en las placas neuriticas relativa a la forma del péptido BA
involucrado, ya sea 40, 42 aminoacidos o de alguna otra isoforma del péptido. Esto
sugiere que la forma del péptido BA ocasiona variaciones en su forma de

depositarse y en la maduracién de las placas de formas difusas a compactas (16).

Los oligbmeros de péptido PA soluble representan micelas de proteinas,
porque el péptido BA es anfiptico y reactivo en su superficie, la formacién de
oligbmeros es dependiente de una concentracién critica y su formacién se

correlaciona con la aparicién de un ambiente hidrofébico. Se ha observado que los



oligobmeros solubles son neurotbxicos y se han encontrado en el cerebro de
pacientes con la EA. Se ha sugerido que estos oligbmeros no se acumulan con el
tiempo pero pueden servir como nucleos para desarrollar e structuras fibrilares

7).

Las mutaciones en los aminoécidos 22 y 23 del péptido BA le confieren
propiedades de agregaciéon y neurotoxicidad mas altas que el péptido silvestre
(wild-type) y presentan estructuras de ldmina-p que se correlaciona con estas
propiedades (18).

A la fecha no existe un diagnéstico definitivo para la EA excepto por la
observacién postmortem de placas neuriticas y conglomerados neurofibrilares en el
cerebro y por eliminacion de rasgos clinicos caracteristicos de otras enfermedades
neurodegenerativas. Por esta razon se han desarrollado técnicas para estudiar la
localizacién de los depésitos de péptido BA in vivo y se han encontrado buenos
resultados cuando se utiliza el peptido BA1-40 marcado radioactivamente
conjugado con putrescina para aumentar su permeabilidad a la barrera hemato
encefalica (BBB) (19).

Pero también se han desarrollado otras moléculas como la BSB que es
capaz de detectar placas neuriticas en modelos murinos y es permeable a la BBB.
Esta molécula esta disefiada para visualizar por imagen radiologica de las placas
neuriticas en el cerebro de pacientes, y monitorear la progresién temporal de la EA

y la remocién de las placas en respuesta a la terapia anti-amiloide (20).

La terminologia de placa amiloide describe los agregados observados in
vivo, mientras que protofilamento se refiere a las subunidades basicas, que
también tienen una morfologia fibrilar. Los protofilamentos son distintos de las
protofibrillas que es un término que ha sido utilizado para describir el precursor
cinético de las fibrillas amiloides. Mediante microscopia electrénica y otros

estudios se llega a la conclusién de que las fibrillas amiloides estan compuestas de



cinco o seis subunidades de protofilamentos que se enredan uno con otro a lo largo
del eje longitudinal. Los datos obtenidos por difraccién de rayos-X muestran que el
centro de un protofilamento comprende laminas- enrolladas que corren paralelas
al eje de la fibra. Las laminas-B que constituyen la fibra corren perpendiculares al
eje longitudinal y forman el protofilamento. Estas subunidades individuales se
ensamblan por agregacion lateral para producir las fibrillas amiloides. Las fibrillas
amiloides tienen un canal central alrededor del que se organizan los

protofilamentos, el canal puede contener agua o moléculas solventes organizadas

(21).

En un paciente tipico con EA hay una poblacion mixta de oligomeros de
péptido BA y placas neuriticas maduras, estos oligomeros pueden permanecer
como moléculas solubles e interactuar destructivamente con las neuronas. Se han
hecho estudios estructurales para identificar los mecanismos por los que estos
oligomeros son importantes en la patogénesis de la EA con miras a desarrollar

estrategias inhibidoras (22).

Se ha observado que las suspensiones de péptido BA42 son igualmente
toxicas a las del péptido BA40. Sin embargo el péptido BA42 presenta una cinética
de agregacion extremadamente rapida respecto del péptido fA40 (23).

Mediante el anélisis de liquido céfaloraquideo humano se ha encontrando
que la agregacion del péptido PA en la EA involucra rutas que normalmente
producen el péptido extracelularmente y donde la cantidad de péptido acumulado
depende de la proporcién de péptido producido, la cantidad que se remueve y la

velocidad a la que las formas solubles del péptido BA forman las fibrillas (24).

La principal diferencia entre las especies BA40 y BA42 son sus diferentes
tasas de formacién de fibrillas pero al parecer ambas especies contribuyen a la
patogénesis de la EA, sin embargo el péptido PA40 requiere ademés otros factores

como la presencia de APOE4 o la nucleacién por PA42. Existe evidencia que apoya



que no es el deposito de péptido PA lo que desencadena la EA, sino més bien la
agregacion del péptido. Aunado a esto se han encontrado factores especie-
especificos, y relacionados a la edad que modulan la toxicidad del péptido BA.
Como ya se ha discutido pequefios cambios en la secuencia del péptido A pueden
desencadenar la EA, por lo que es imprescindible desarrollar métodos de deteccion
y cuantificacion efectivos para los distintos péptidos BA. Se ha encontrado que los
niveles de péptido BA podrian estar elevados en pacientes antes y durante el
desarrollo de la EA y que los niveles en plasma podrian ser ftiles para predecir
riesgo de desarrollar la EA, sin embargo conforme la enfermedad progresa los
niveles de péptido BA decaen a valores normales, esto puede ser debido a que el
péptido podria quedar secuestrado en las placas neuriticas o podria formar

agregados que no son detectados por los métodos actuales (25).

Estudios en modelos transgénicos de la EA y en muestras de pacientes han
demostrado que los depdsitos de péptido BA més grandes y densos estan asociados
a pérdida neuronal y que no existe una penumbra de toxicidad sino que se
comportan como lesiones téxicas focalizadas. Se ha comprobado que los depésitos
de péptido BA tienen una conformacion de lamina-p plegada relevante para la
toxicidad in vivo por lo que la prevencién o remocién de depoésitos de péptido A

son estrategias terapéuticas potenciales (26).

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

cambios conformacionales que disparan la muerte celular (27).



El péptido BA humano difiere del de raton en las posiciones 5, 10, 13. Los
péptidos PA40 y BA42 son constituyentes de liquido cefalo raquideo y plasma pero
los niveles en pacientes con EA e individuos sanos son muy similares. La hipotesis
de la cascada amiloide postula que el péptido o algunas de sus formas son
neurotéxicas y que la sobre produccién de la forma neurotéxica desencadena la EA
(28, 29).

Como parte de la prueba multicéntrica AN1792 en pacientes con EA en
grado medio o moderado, se probé en treinta pacientes una inmunizacién activa
con péptido sintético BA42 pre-agregado mediante una inyeccién intramuscular y
un refuerzo a las cuatro semanas. Se obtuvo suero y liquido cefalo raquideo (LCR) y
se encontrd los anticuerpos anti-BA generados en respuesta a la vacunacion no
tienen reacciéon cruzada con el ectodominio de la proteina APP en la superficie
celular y son especificos a depésitos de péptido BA (47). Los anticuerpos también
fueron encontrados en LCR lo que demuestra su capacidad para cruzar la barrera
hemato encefélica. Por otro lado, se encontro la estabilizacién cognitiva relevante
en la vida diaria en los pacientes que presentaron anticuerpos contra placas de
péptido BA (48). Estos datos sugieren que los anticuerpos contra placas de péptido

BA pueden detener o retrazar el deterioro clinico y cognitivo en pacientes con la EA.

Sin embargo en enero del 2002 fue suspendida la prueba clinica AN-1792
porque algunos pacientes presentaban inflamacién en el sistema nervioso central.
El farmaco probado (Betablock) contenia una versién sintética del péptido BA y
causaba que el sistema inmune atacara las placas neuriticas. Sin embargo se sugiri6
una posible respuesta autoinmune porque la APP se encuentra en muchas células

normales incluyendo las neuronas (30).

En la prueba clinica AN-1792 posiblemente los anticuerpos se unieron a las
placas neuriticas y se di6 una condicion de inflamacién crénica como una respuesta
aguda para acelerar la remocién del péptido BA en el cerebro. En pacientes de edad

avanzada la vacunacion tiene el potencial de exacerbar la neuroinflamacién a través
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de la invasion al cerebro de células T-citotoxicas que acelerarian la pérdida

neuronal y la demencia.

Ya en 1993 se aislaron cuatro anticuerpos reactivos contra placas de
péptido BA40 y vasos sanguineos cerebrovasculares de un paciente con diagnéstico
clinico de la EA. Dos de estos anticuerpos mostraron reactividad contra placas en
cerebros de personas sanas y los cuatro anticuerpos obtenidos reaccionaron
también con neuronas en cerebros de pacientes con EA y personas sanas. Se
explor6 el epitope reactivo, encontrandolo en la regién amino terminal entre los

residuos 1-28 (31).

En 1996 se probaron algunos anticuerpos monoclonales para prevenir la
agregacion del péptido BA. Se encontré que el anticuerpo monoclonal AMY-33,
que reconocia un epitope entre los residuos 1-28 del péptido BA40, inhibia la
agregacion del péptido en presencia de heparan sulfato. Lo que indica que el efecto
inhibidor parecia estar relacionado con la localizacion del sitio de unién del

anticuerpo, y que la naturaleza de los agentes agregantes (32).

Posteriormente en 1997 se demostré que el anticuerpo monoclonal 6C6 que
se une a un epitope localizado entre los residuos 1-16 tiene un efecto de
solubilizacién significativo en fibrillas pre-formadas del péptido BA y confiere
deterioro a las estructuras de las fibrillas. Este anticuerpo monoclonal previene la
neurotoxicidad del péptido BA in vitro de manera dependiente de la concentracion,
lo que sugiri6 que los anticuerpos monoclonales de alta afinidad dirigidos a sitios
especificos podrian revertir la agregacién patolégica del péptido PA a componentes

no toxicos (33).

Se han desarrollado varios ratones transgénicos que sobre expresan la
proteina APP humana. En 1999 se inmunizaron ratones transgénicos PDAPP con
péptido PA42. La inmunizacién en animales jovenes esencialmente previene el

desarrollo de la formacién de placas de péptido BA, la distrofia neuritica y la

11



astrogliosis. También se demostr6 que el tratamiento en animales envejecidos
también reduce la extensién y progresion de las neuropatias que se presentan en la
EA que se presentarian sin tratamiento. Se hizo patente que la inmunizacién con
péptido PA42 genera anticuerpos especificos anti-BA (35). En otros estudios se ha
demostrado que la vacunacién con péptido BA humano protege a ratones
transgénicos (Tg2576 APP+PS1; TgCRNDS8) de las deficiencias de memoria y
aprendizaje en modelos de estudio de la EA. Los ratones vacunados también
presentan una reducci6n parcial en la carga de péptido PA y se ha observado que la
respuesta inflamatoria derivada de la vacunacién con péptido BA, no altera el tejido
por si mismo (38, 39). Lo que en conjunto ha permitido desarrollar la hipétesis de

que una respuesta inmune especifica puede reducir la patologia en un modelo
animal de la EA.

Posteriormente se demostr6 que la administracion de anticuerpos
policlonales y monoclonales contra el péptido BA via inyeccion intraperitoneal a
ratones transgénicos PDAPP semanalmente durante seis meses resulta en una
reduccién del 93 y 81%, respectivamente del niimero de placas en ausencia de
inmunidad de células T. Se comprobd la entrada de los anticuerpos al sistema

nervioso central y la remocién de agregados de péptido BA preexistente.

Se encontraron datos que sugieren que el reconocimiento y la remocién del
péptido BA depositado es un importante componente de la eficacia de los
anticuerpos in vivo. Se probaron F(ab). del monoclonal exitoso (3D6) encontrando
que in vivo la remocién del péptido no ocurre a través de la fagocitosis mediada por

receptores Fc (36).

Se ha discutido ampliamente sobre si la inmunizacién pasiva es suficiente
para que los anticuerpos anti-péptido PA atraviesen la barrera hemato-encefélica y
entren al CNS. Un grupo de investigacién no logré detectar anticuerpos en las
placas seniles (36) pero otro grupo sf lo hizo (40). La Gnica diferencia entre ambos

es la via de administracién del anticuerpo, intravenosa en el primer caso e
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intraperitoneal en el segundo. Resulta concebible que la forma de administracién
podria influir en la capacidad de los anticuerpos de atravesar la barrera hemato-
encefalica, sin embargo también es concebible que los anticuerpos actiien como
“precipitantes periféricos de péptido BA” por lo que atin se requiere de trabajos
adicionales para resolver la manera en que la inmunoterapia anti-péptido BA

ocurre (41).

El uso de anticuerpos como agentes terapéuticos o de inmunodeteccion
tiene aplicaciones limitadas debido a su alto costo y sus caracteristicas de
estabilidad, es por eso que hoy dia se prefieren moléculas con la especificidad de la
interaccién antigeno-anticuerpo pero que no tengan una base de inmunoglobulina.
Para cubrir estos requisitos se emplean péptidos o fragmentos de anticuerpos (con
los sitios de unién al antigeno) expresados en fagos mediante una tecnologia
llamada despliegue en fagos (Phage Display). La tecnologia de despliegue en fagos
fue desarrollada por primera vez en el bacteriofago M13 por el Dr. James D. Smith
en 1985. A partir de entonces se han desarrollado numerosos sistemas de expresion
tanto in vivo como in vitro. La posibilidad de expresar proteinas en la superficie de
los bacteridfagos mediante el despliegue en fagos establece un vinculo entre su

fenotipo y genotipo.

La tecnologia de despliegue en fagos, utiliza bacteriéfagos filamentosos
como Mi13, f1 y fd, que son virus no liticos filiformes que infectan bacterias

mediante el pilus-f. (49 y 51).

Mi13 es un bacteriéfago filamentoso especifico de Escherichia coli de
aproximadamente 1 um en longitud pero menos de 10 nm de didmetro. La particula
viral consiste en un ntcleo de DNA de cadena sencilla rodeada por una envoltura
de 5 diferentes proteinas. La mas abundante es la proteina 8 de aproximadamente
2700 copias, 5 copias de las proteinas 7 y 9 forman un extremo de la particula viral

mientras que otras 5 copias de las proteinas 3 y 6 constituyen el extremo opuesto.
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La proteina 3 también es necesaria para el reconocimiento e infeccién a la célula

huésped, se une al pilus F y es quien e inicia la tanslocaciéon del DNA viral.

El genoma de M13 contiene 11 genes, cinco de estos codifican para las
proteinas de envoltura mientras que el resto codifican las proteinas necesarias para

la replicacién y el ensamblaje viral.

La replicacion es iniciada cuando plII se une al pilus F en la superficie de
una célula de E. coli y facilita la translocacién del DNA viral al citoplasma. Dentro
de la célula huésped, el DNA de cadena sencilla se convierte en la forma de doble
cadena el cual es duplicado y usado como plantilla para la produccién de las
proteinas del fago. Eventualmente el DNA de doble cadena se usa como plantilla
para la produccién de nuevo DNA de cadena sencilla mediante la replicacién por
circulo rodante. Asi, los componentes para nuevas particulas virales se acamulan

dentro de la célula huésped.

Antes de ensamblar una nueva particula viral, las proteinas de envoltura se
embeben en la membrana interna, otras proteinas forman un complejo que une las
membranas internas y externas mediante un poro, el DNA viral es exteriorizado
por este poro y rodeado por las proteinas de envoltura que pasan de la membrana

interna a ensamblar la particula viral.

El ensamblaje del fago comienza con la incorporacién de pVII y pIX para
formar un extremo de la particula, seguida por la incorporacién de miles de copias
de pVII1 y el proceso termina con la adicion de pVI y PIII en el otro extremo de la
particula. Entonces la nueva particula viral es liberada al medio extracelular por un

proceso no litico.

El hecho de que moléculas de pVIII altamente mutadas puedan ser
incorporadas a la envoltura de M13 sugiere que es posible disefiar proteinas de
envoltura completamente sintéticas o artificiales para incrementar la expresion de

proteinas heterélogas y mejorar el desempefio de la tecnologia por si misma (52).
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La tecnologia de despliegue en fagos utiliza en general seis sistemas de
expresion, de tipos 3, 3+3, 33, cuando se expresan péptidos o proteinas fusionados
en el extremo N-terminal a la proteina pIII del fago. Y de tipos 8, 8+8, 88, cuando
se usa pVIIL En los tipos 3 y 8 todas las copias de la proteina viral (pIIl/pVIII)
contienen el inserto. En los tipos 3+3 y 8+8 se utiliza un plasmido de DNA llamado
fagemido donde se insertan los genes de interés, luego se infectan bacterias que
tienen el fagemido con fagos ayudadores (helper) que tienen los genes nativos de
plIII o pVIII y se obtienen fagos recombinantes que expresan el inserto en algunas
copias de pIII/pVIII. Finalmente si se incluyen en el genoma del fago tanto los
genes nativos como mutantes (con el inserto de interés) de pIII/pVIII, se obtienen

fagos de los tipos 33/88.

De manera general, los sistemas de expresion de tipo 3 toleran péptidos y
proteinas de gran tamafio mientras que los de tipo 8 solo expresan peptidos de 6-8
aminoacidos, en tanto que los sistemas 8+8/80 soportan la expresiéon de proteinas

mas grandes generando fagos hibridos en el lugar de fagos recombinantes (51).

Una biblioteca expresada en fagos es una mezcla de fagos filamentosos con
secuencias insertadas en las proteinas pVIII, pIII 6 pVI, donde el péptido o
proteina externos son expresados en la superficie del virion fusionada a la proteina
de envoltura. Cada fago expresa solo un tipo de péptido o proteina en multiples
copias pero en una biblioteca pueden estar representados billones de péptidos
diferentes. Como el vector que se utiliza para expresar el péptido o proteina de
interés es una particula viral infectiva, se pueden propagar indefinidamente

bibliotecas enteras o clonas individuales.

La estructura de los fagos es extraordinariamente robusta, resiste calor,
solventes organicos, 4cidos y otros factores de estrés, su produccién es muy

econémica y una vez purificados pueden ser almacenados indefinidamente (49).

La tecnologia de despliegue en fagos ha generado anticuerpos humanos de

alta calidad y ha demostrado su seguridad y eficacia en pruebas clinicas (clinical
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trials). Hoy dia esta tecnologia es parte esencial en el descubrimieinto de nuevos
medicamentos.

Para nuestro mejor conocimiento, la tecnologia de despliegue en fagos ha
provisto aproximadamente el 30% de todos los anticuerpos humanos en el
desarrollo clinico actual.

La seleccion de anticuerpos expresados en fagos involucra diversos
factores: la capacidad para aislar o sintetizar conjuntos génicos de anticuerpos para
construir bibliotecas grandes y de gran diversidad; la posibilidad de expresar
fragmentos de anticuerpos funcionales en el espacio periplasmico de Escherichia
coli; la eficiente traduccion de la informacién en el bacteriofago y su expresiéon en la
particula viral.

La seleccién de anticuerpos de librerias de fagos consiste de dos pasos

principales: bioseleccion (biopanning) y screening.

Durante la seleccién la libreria de fagos se incuba con un antigeno, los
fagos no afines se descartan y aquellos que presentan afinidad por el antigeno son
recuperados, los que son amplificados para posteriores rondas de seleccién. Al final
de una ronda de seleccién se obtiene una mezcla policlonal de anticuerpos en fagos

enriquecida.

Durante la bioseleccién aquellas clonas que reconocen al antigeno de
interés son enriquecidas mediante repetidas rondas. Como los anticuerpos ain
estan expresados en los fagos, pueden ser facilmente reproducidos mediante la

infeccién de E. coli (50).

La tecnologia de phage display nos permite el facil acceso al gen que
codifica para el anticuerpo seleccionado porque su DNA est4 incorporado en el del

vector y es posible expresar solamente el anticuerpo de interés sin el fago mismo

(54).
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Para covertir la mezcla policlonal en anticuerpos monoclonales se utiliza el
screening. En este procedimiento se infectan E. coli con el conjunto de fagos
obtenidos de la seleccién y se plaquean en medio solido selectivo y se pica cada
colonia por separado para obtener clonas de scFv de anticuerpos monoclonales de

alta especificidad.

Los fragmentos de anticuerpo Fab y scFv se han convertido en alternativas
de las inmunoglobulinas muy atractivas para aplicaciones terapéuticas debido a
que no presentan interacciones con los receptores Fc (unidén/activacién), tienen
una alta tasa de penetraciéon en los tejidos y a que pueden ser producidos
rapidamente en procariotes. Su vida media es corta pero puede extenderse
mediante la conjugacion con moleculas de polietilenglicol (PEG) como en el caso de

los terapéuticos CDP870 (Celltech, Inglaterra) y pexelizumab (Alexion, EUA) (50).

Los anticuerpos son componentes muy importantes del sistema inmune y
su aplicacién en medicina tiene muchas décadas de historia, por lo que expresar
fragmentos de anticuerpos en fagos se ha convertido en una parte muy importante

en la tecnologia de despliegue en fagos.

Segun el origen de los genes de las regiones variables pesada (Vu) y ligera
(VL) de una inmunoglobulina, existen tres principales tipos de bibliotecas de
anticuerpos expresados en fagos: inmune, no-inmune o naive y sintética. Las
bibliotecas inmune y no inmune o naive se utilizan genes V de células B de un
animal inmunizado (o de un paciente) o los genes Ig V de individuos sanos
respectivamente. Para las bibliotecas sintéticas se construyen mediante la
clonacién por PCR de segmentos de genes V de lineas germinales y se diversifican

con clonaciones de oligonucleétidos.

La utilizacién de fagos que expresan epitopes como inmundgenos ha
resultado ventajosa comparada con los péptidos sintéticos debido a que los fagos

por si mismos son altamente inmunogénicos capaces de activar células T
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ayudadoras y no necesitan adyuvante. El primer estudio que demuestra el uso
efectivo de fagos como vacuna fue reportado en 1997, cuando se expresé mediante
phage display un epitope de célula B de la glicoproteina G del virus sincisial
respiratorio humano y se utiliz6 como vacuna para conferir proteccién contra la
infeccién del virus en ratones. En 1998 se comprobé la proteccién de ratones
neonatales contra una infeccién estreptococcal mediante la inmunizacién materna
con scFv anti-idiotipicos expresados en fagos y en 1999 el grupo del Dr.
Manoutcharian expres6 en M13 el dominio Vu Ig con las tres regiones
determinantes de complementariedad (CDR) reemplazadas con epitopes de células
T de Taenia crassiceps y demostré que la inmunizacién con los fagos presentaba
una respuesta inmune celular protectora. Estas y otras observaciones referente al
uso de fagos en humanos indican que los fagos en general y los fagos
recombinantes que expresan moléculas biologicamente relevantes son candidatos

muy prometedores para ser una nueva generacion de vacunas (51).

La tecnologia de despliegue en fagos se ha utilizado para encontrar
moléculas de muchos tipos con altas afinidades: anticuerpos, péptidos (lineales y
estructurales) de bibliotecas sintéticas, proteinas variadas distintas de anticuerpos
y proteinas de bibliotecas de cDNA. Esta tecnologia se lleva a cabo in vitro pero
también hay reportes in vivo (51), lo que permite la seleccién de clonas altamente
especificas incluso hacia moléculas en distintos estados de modificaciones
postraduccionales. También es posible llevar a cabo mutagénesis para obtener
moléculas més afines y construir bibliotecas de anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos hacia antigenos para los que el sistema inmune no son antigénicos.

A pesar de que la construccién de una biblioteca mediante el despliegue en
fagos resulta laboriosa, ésta puede ser replicada indefinidamente sin perder su
calidad y muchas metodologias pueden ser automatizadas. Finalmente las clonas
seleccionadas pueden verificarse en pruebas de afinidad y especificidad mediante

muchos procedimientos bioquimicos estandar.

La tecnologia de despliegue en fagos ha sido la tinica que provee pruebas

que permiten la cuantificacién de diferentes proteinas y de sus estados en muestras
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biolégicas complejas, por lo que es utilizada en campos tan especificos como la
farmacogenémica para delinear la conexién entre la eficacia de un farmaco y los

diversos alelos de la proteina blanco de ese farmaco (53).

La técnica de hibridoma para producir anticuerpos monoclonales est
restringida a utilizar ratones como huéspedes inmunolégicos, en contraste, la
tecnologia Phage Display permite usar el repertorio inmunolégico original o
después de una inmunizaciéon de cualquier animal huésped. El Gnico pre-requisito
es que los genes de las inmunoglobulinas permitan su amplificacién por PCR. Una
vez amplificados los genes se transfieren a un vector de expresién que se usa para
transformar E. coli, que producen y liberan fagos que contienen el DNA del vector y
que expresan la proteina en sus superficies. Al utilizar bacteriofagos se aprovecha
que los fagos solo pueden infectar E. coli con el pilus F, que cada célula huésped
solo puede ser infectada por un solo fago y que el tamafio del DNA puede variar

considerablemente.

Mediante la tecnologia de despliegue en fagos se pueden generar dos tipos
de anticuerpos: Fragmentos de unién a antigeno (Fab), o Fragmentos variable de
cadena sencilla (scFv). Para los Fab solo la cadena pesada es fusionada a la proteina
plII mientras que la cadena ligera es codificada en un vector por separado, o en el
mismo vector, el puente disulfuro necesario para unir las dos cadenas se establece
en el periplasma de la bacteria. Para los scFv, solo se expresan los fragmentos

variables de las cadenas pesada y ligera conectadas mediante un péptido de unién.

Utilizando el despliegue en fagos se pueden alcanzar 109 fagos
recombinantes en una biblioteca y su tamafio se puede extender hasta 10
mediante la adicién de respuestas inmunes inmortalizadas del mismo o diferentes
antigenos en el mismo o diferente huésped. Sin embargo el tamafio de la biblioteca

no necesariamente refleja la diversidad de las clonas (54).

La tecnologia de despliegue en fagos tiene una limitacion impuesta por la

relativa baja eficiencia de transformacién (la eficiencia con que el DNA puede ser
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introducido en células de E. coli) que impone topes en el tamafio de las librerfas de
aproximadamente 109 recombinantes. Debido a esto, muchos grupos buscan
nuevas alternativas como la expresién en la superficie bacteriana, en levaduras, la
utilizacién de virus eucariotes o directamente mediante plasmidos de DNA, sin
embargo las tecnologfas in vitro como el covalent display y el ribosome display
parecen ser mas prometedoras porque no dependen de la transformacién ni de la

expresiéon en E. coli (55).

Un evento importante para desarrollar la tecnologia de expresién
molecular, como el despliegue en fagos, fue la seleccion simultdnea de los genes
que codifican una proteina y que esa proteina tuviera una especificidad deseada.
Por otro lado se encontré que los anticuerpos completos no son funcionales cuando
se expresan en bacterias pero los fragmentos de anticuerpos (Fab y scFv) si
permanecen funcionales cuando se expresan en E. coli debido a que el periplasma
de la bacteria simula el ambiente oxidante del reticulo endopladsmico. En 1990
McCafferty et al. mostraron que los fragmentos de anticuerpo podian ser
expresados en la superficie de particulas de fago mediante la fusion de los genes
variables de los anticuerpos a una de las proteinas del fago. Los anticuerpos
expresados en fagos que son especificos para un antigeno de interés pueden ser
enriquecidos posteriormente por miltiples rondas de selecciéon por afinidad (al
antigeno) debido a que la particula del fago lleva el gen que codifica el anticuerpo
expresado. Esto se report6 por primera vez para fragmentos de anticuerpos scFv en
1990 (McCafferty, et al.). A principios de la década de los 9o Winter et al.
demostraron que la tecnologia phage display podia ser utilizada para seleccionar
anticuerpos especificos para un antigeno de bibliotecas hechas de células B de bazo

de ratones inmunizados (56).

La tecnologia de despliegue en fagos permite también madurar la afinidad
de los anticuerpos de interés mediante estrategias aleatorias o bien por
mutagénesis dirigida para obtener mayor afinidad que los anticuerpos generados in
vivo, sin embargo estos procedimientos podrian estar acompafiados de la aparicién

de una especificidad muy delicada o reactividad cruzada no deseada (56).
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Los anticuerpos son inmunoterapéuticos muy confiables, faciles de
producir, bien tolerados y de buen comportamiento clinico. Mediante el re-arreglo
de los dominios variables y bioseleccion de anticuerpos de ratén se puede generar
una versiéon humana con similares caracteristicas de afinidad, otra alternativa es el

proceso de humanizacién (56).

La fuente de los dominios de los genes variables y los tipos de CDRs
incluidos determinaran la especificidad y frecuencia de clonas especificas a un
antigeno de interés como la calidad (afinidad y frecuencia de mutaciones de
nucleétidos) de las clonas seleccionadas. Se pueden seleccionar mas facilmente
anticuerpos altamente afines a un antigeno inmunogénico a partir de bibliotecas
inmunes mientras que las bibliotecas sintéticas y no inmunes son fttiles como
fuentes de anticuerpos a muchos diferentes antigenos. El formato de expresion
también influye en los resultados de la seleccion, por lo que se prefiere utilizar la
fusion a plll en fagemidos porque permite alta frecuencia de expresion
monovalente y la facil conversion de anticuerpos expresados en fagos a anticuerpos

solubles secretados (56).

Los sistemas de fagemidos permiten la expresion de polipéptidos que no
pueden ser expresados en sistemas de expresion simple debido a que los efectos
deletéreos de las proteinas de fusién son atenuados por la presencia de proteinas
de envoltura del fago ayudador de tipo silvestre. Por esto actualmente se ha logrado
la expresion funcional de polipéptidos en las cinco proteinas de envoltura del fago
mediante sistemas fagemidos. A la fecha existen reportes que demuestran que la
envoltura del fago es extremadamente tolerante a la adicién de nuevas proteinas y
estas proteinas pueden ser especificamente modificadas para mejorar el despliegue
en los fagos. Existen bibliotecas de péptidos expresadas en fagos que pueden ser
usadas para aislar péptidos que se unen con alta especificidad y afinidad a
practicamente cualquier proteina de interés. Estos péptidos pueden ser utilizados
como reactivos para entender el reconocimiento molecular o como moléculas para

el disefio de farmacos. En este contexto se ha demostrado que muchos péptidos
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identificados mediante bibliotecas en fagos se unen a estructuras tridimensionales
biologicamente relevantes por lo que han sido utilizados para identificar nuevos
sitios para el disefio de inhibidores enzimaticos. Existen diferentes tipos de
bibliotecas expresadas en fagos que son de utilidad para investigar diferentes tipos
de interacciones de unién proteina — proteina y 4cido nucléico — proteina. En los
tltimos afios se han construido bibliotecas de fragmentos de anticuerpo que se han
convertido en herramientas précticas para la investigacién de nuevos firmacos,
debido a que los anticuerpos generados en fagos pueden someterse a procesos de
humanizacién y maduracién de afinidad, por lo que muchos anticuerpos generados
en fagos se encuentran en pruebas clinicas muy avanzadas. También existen
bibliotecas de ¢cDNA expresadas en fagos que se utilizan para identificar los pares
complementarios de ligandos que no han podido ser identificados, otra aplicacién
importante es el mapeo a detalle de interacciones proteina — proteina con métodos

de energética de unién (57).

Los procesos biolégicos que conducen el envejecimiento son muy
complejos y para lograr un mejor entendimiento deben considerarse factores como
la pérdida de la funcién relacionada con la edad, la informacion genética, la

regulacién post-transcripcional y las tasas de degradacion de las proteinas.
En afios recientes, mediante el uso del despliegue en fagos, se han

identificado antigenos que presentan un patrén de expresién relacionado con la

edad y de algunas enfermedades relacionadas con la esta (58).
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OBJETIVO GENERAL

Seleccién y caracterizacion de anticuerpos anti-péptido PA4. dirigidos
contra epitopos lineales y/0 conformacionales, a partir de la primera biblioteca
inmune anti-péptido BA4. de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)

murinos expresada en el bacteriofago M13.

OBJETIVOS PARTICULARES

i) Construccion de una biblioteca de scFv de anticuerpos expresada en el

bacteriéfago M13 a partir del mRNA de los esplenocitos de ratones inmunizados
con péptido pA42.

ii) Selecciéon de scFv de anticuerpos con todas las especificidades posibles
contra los epitopos lineales y/o conformacionales presentes en las fibrillas de
péptido BA, involucradas en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, a partir

de la biblioteca construida.

iii) Caracterizacion de los scFv de los anticuepos seleccionados mediante el
analisis de secuencias y estudios de reconocimiento al péptido BA,. en ensayo de
ELISA.
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MATERIAL Y METODOS

Inmunizacién de ratones BALB/c con péptido BA,. y evaluaciéon
de la respuesta inmune humoral.

Para obtener una fuente génica de inmunoglobulinas se inmunizaron tres
ratones singénicos hembras BALB/c de seis semanas de edad con péptido BA42
(Bachem, EUA). El péptido fue resuspendido a 2 mg/ml en agua libre de pir6genos
tipo I y mezclado con PBS 10X hasta obtener PBS 1X. Esta mezcla se incub6
durante toda la noche a 37° C, y se preparé una mezcla fresca antes de cada

inmunizacion.

Para la primera inmunizacién se utiliz6 la preparacién de péptido A4 con
adyuvante completo de Freund (Sigma, EUA) en proporcién 1:1, mientras que para
los refuerzos subsecuentes se utiliz6 la preparacion de péptido fA4. con adyuvante
incompleto de Freund (Sigma, EUA). Se realizaron cuatro inmunizaciones

subcutaneas a intervalos de 14 dias.

Como lote control se utilizaron tres ratones singénicos hembras BALB/c de
seis semanas de edad a los que se inmuniz6 solamente con PBS 1X y adyuvante en
lugar de la preparacién inmunogénica siguiendo el mismo protocolo de

inmunizacién.

Una semana después de la cuarta inmunizacién se obtuvo suero de los
ratones mediante puncién del plexo retrorbital y se evalué en un ensayo de ELISA

la presencia de anticuerpos especificos anti-péptido BA4e.

Para esto se sensibilizé una placa de titulacién de 96 pozos (Maxisorb,

Nunc, Dinamarca) con 1 pg/ml de péptido BA4. en amortiguador de fosfatos pH 7.8
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(PBS) durante toda la noche a 4 °C. La placa se lavé 4 veces con PBS con Tween 20
(Sigma, EUA) al 0.1% (PBS-Tween) y se aplicé soluciéon bloqueadora (Zymed, EUA)
por 1 h a 37 °C. Se efectuaron 4 lavados con PBS-Tween, se adicionaron los sueros
de los ratones en dilucién 1:200 en PBS con albimina de suero bovino (Sigma,
EUA) al 1% (PBS-BSA) y se incubd la placa por 1 h a 37 °C. Se lavé la placa 4 veces
con PBS-Tween y se agregaron anticuerpos de cabra anti-IgG murinas conjugados
con la enzima HRP (Zymed, EUA) en dilucién de 1:5000 en PBS-BSA y se incubé la
placa por 1 h a 37 °C. La placa se revelé mediante la adicion del sustrato 2,2’ -
azino-bis/3-ethyl-benzthiazoline-6-sulphonic acid (Zymed, EUA) en solucién tnica
(ABTS). Se obtuvieron lecturas de DO registrando a 405 nm mediante un lector de
microplacas Opsys MR (Dynex, USA).

Extraccion de mRNA total de los ratones inmunizados con
péptido BA42.

Se extrajo el mRNA total de los esplenocitos y nédulos linfaticos inguinales
de los ratones inmunizados anteriormente mediante el juego de purificacién Quick
Prep mRNA (Amersham Pharmacia Biotech, EUA) de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

Se disectaron los nédulos linfaticos inguinales y el bazo de los ratones
inmunizados y se perfundieron con PBS 1X estéril frio para obtener una suspension
celular que se precipité por centrifugacién a 200 X g. Se resuspendié en
amortiguador de extraccion y se pas6 por una jeringa de calibre 21 para lisar las
células. El lisado celular se estabiliz6 con amortiguador de elusién y se centrifugo a
12000 X g por 10 minutos. Una vez equilibrada la columna (Oligo (dT)-cellulose
spun column) se transfirié a ella el lisado celular y se centrifugo a 350 X g por 2
minutos. Para lavar la columna se aplico tres veces amortiguador de alta sal y se
centrifugo a 350 X g durante 2 minutos cada vez. Posteriormente se lavéd la
columna dos veces con amortiguador de baja sal y se centrifugo a 350 X g durante 2

minutos cada vez. Se eluy6 la columna con amortiguador de elusién pre-calentado
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a 65 °C mediante centrifugacién a 350 X g durante 2 minutos tres veces. Se
precipité el mRNA con acetato de potasio (2.5 M, pH 5.0) — glicgeno (5mg/ml) —
etanol absoluto a -80 °C durante toda la noche, se centrifugo a 12000 X g por 5
minutos a 4 °C y se resuspendi6é en H20-DEPC (Dietilpyrocarbonato 0.1%) estéril.

Sintesis de la primera cadena de cDNA.

Para sintetizar la primera cadena de ¢cDNA a partir del mRNA de los
ratones inmunizados con péptido BA42 se utiliz6 el juego de sintesis First strand
c¢DNA (Pharmacia Biotech, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para obtener cDNA que se amplifica mediante PCR sin llevar a cabo la
reaccion de Gubler-Hoffman, se utilizdé el primer de hexadeoxinucledtidos
aleatorios pd(N)6, la mezcla de reaccién, solucién DTT y se incubd la reaccion a 37

°C por 1 hora.

Amplificacion de los genes Vi y Vi, mediante PCR.

Para la construccién de los scFv se utilizé el Mouse scFv module / RPAS

(Amersham Pharmacia Biotec, EUA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se utilizé el cDNA obtenido mediante el procedimiento anterior en dos
reacciones de PCR diferentes, una con Taq DNA polimerasa (Gibco, EUA) y light
primer mix y la otra con Taq DNA polimerasa y heavy primer 1 y 2. Se realizaron

30 ciclos de amplificacién en un termociclador Perkin-Elmer 9600.

Los productos de PCR se purificaron mediante electroforesis en un gel Tris-
EDTA agarosa 1.5% (TAE) con amortiguador TAE 0.5X a 80 V DC. Se utilizaron
dos hojas de bisturi estériles para remover las bandas de DNA de 340 pb (VH) y
325 pb (VL) y dos columnas MicroSpin para eluir el DNA del gel por centrifugacion
a 735 X g durante 2 minutos.
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Ensamblaje de los fragmentos variables de cadena sencilla
(scFv).

En la reaccién de ensamblado se utilizaron un linker DNA (linker primer
mix), que se alinea con los productos de PCR de cadena pesada (50 ng) y con los
productos de PCR de cadena ligera (50 ng) y sirven como primers a una reaccioén de
llenado en presencia de Taq DNA polimerasa y una mezcla de dNTPs durante 7
ciclos en un termociclador GENEAMP (Biorad, EUA).

Inmediatamente se amplificaron por PCR los scFv recién ensamblados
mediante la adicién de Taq DNA polimerasa, ANTP mix y el RS primer mix que les
adiciona los sitios de restriccién 5’ S$fi [ y 3’ Not I para su posterior clonacién en un
vector de expresion. Se utilizaron 30 ciclos de amplificacion en el termociclador
GENEAMP.

Se purific6 el DNA del repertorio del scFv recién generado mediante
electroforesis en gel TAE 1.5% del que se removi6 la bada de DNA de 750 pb. Se
utiliz6 una columna MicroSpin y resina sephacryl (S-400 HR) y se centrifugo a 735

X g durante 2 minutos para eluir el DNA.

Se reamplific6 mediante PCR el DNA de los scFv (20 ng) con RS primer
mix, dNTP mix, Tag DNA polimerasa y amortiguador para PCR durante 30 ciclos
de amplificacién en el termociclador GENEAMP.

Los productos de PCR se purificaron por electroforesis en gel TAE 1.5% y
una columna MicroSpin con resina sephacryl. El DNA de los scFv se cuantificé en

una electroforesis en gel TAE 1.5% con el scFv Marker por comparacion visual.

Se digiri6 el DNA de los scFv (1.75 ug) con la enzima de restriccién Sfi I
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA) en amortiguador M durante 6 horas a 50 °C
en el termociclador GENEAMP.
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Se purificb el DNA de la reaccion de digestion mediante el juego de
purificacion GFX PCR DNA and gel band (Amersham Pharmacia Biotech, EUA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se adicioné6 amortiguador de captura a la reaccién y se colocd en la
columna GFX, se centrifugo por 30 segundos a 12000 X g, se lavé la columna con
amortiguador de lavado por centrifugacion 30 segundos a 12000 X g y se eluyo el
DNA en agua destilada estéril, se incubé 1 minuto a temperatura ambiente y se

centrifugo a 12000 X g por 1 minuto.

Se digiri6 el DNA de los scFv (1.5 pg) con la enzima de restriccién Not I
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA) en Amortiguador H con BSA y Tritén X-100
durante toda la noche a 37 °C.

Se purific6 el DNA de los scFv Sfi I / Not I mediante el juego de
purificaciéon GFX PCR DNA and gel band.

Expresion de la biblioteca de fragmentos variables de cadena

sencilla (scFv) en el bacteriofago M13.

Se llevaron a cabo 8 reacciones de ligacién del DNA de los scFv (150 ng)
con el vector fagemido pCANTAB 5 E (250 ng) con T4 DNA ligasa (Invitrogen,
EUA) y amortiguador de reaccién. La reaccion se incub6 por 1.5 h a 22 °C.

Se hiz6 un pool con todas las reacciones de ligacion, se precipité el DNA
con acetato de potasio — glicogeno — etanol y se resuspendié en agua destilada

estéril.

Se prepararon células E. coli TG1 electrocompetentes mediante el protocolo
modificado de Sambrook-Russell (79).
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Se inocularon 15 ml de medio 2X YT con una colonia de E. coli TG1 de una
caja con medio minimo y se incub6 durante toda la noche a 37 °C en agitacién (250
rpm). De este nuevo cultivo se inocul6 1/10 en medio 2X YT y se creci6 a 37 °C en
agitacion hasta una DO de 0.7 a 600 nm. Se centrifugo durante 10 minutos a 3000
X g v se resuspendi6 en 500 ml de glicerol 10% frio. Se centrifugo nuevamente y se
resuspendié en 250 ml de glicerol frio. Se centrifugo por tercera vez y se
resuspendié en 125 ml de glicerol frio. Se realiz6 una tltima centrifugacién y se
resuspendi6 en 2.5 ml de glicerol frio. Se realizaron aliquotas y se congelaron a -70
°C.

Se electroporé el pool de las reacciones de ligacién (15 pg cada vez) en
aliquotas de 50 pl de bacterias E. coli TG1 electrocompetentes a 25 pF, 200 Q, 1.8
KV en un sistema Gene Pulser II (Bio-Rad, EUA). Se utiliz6 1 ml de medio 2X YT
por cada 2 reacciones y se concentraron en tubos de 50 ml para su rescate. Se
creci6 por 2 h a 37 °C en agitaci6én y se le adiciond glucosa (2%) y ampicilina (100
mg/ml). Se crecié por 2 h a 37 °C en agitacién. Se infect6é con el fago helper
M13KO7 (Invitrogen, EUA) y se incubé 1 h a 37 °C. Se centrifugo por 15 minutos a
1000 X g y se resuspendié en medio 2X YT con ampicilina (100 mg/ml) y
kanamicina (50 mg/ml) y se dejé creciendo durante toda la noche a 37 °C en

agitacion.

Se centrifugo a 10000 X g durante 20 minutos y se colect6 el sobrenadante
con los fagos recombinantes que se refrigeré a 1.5 h 4 °C con 1/6 NaCl (2.5 M)
PEG-8000 (20% w/v). Se centrifugo a 10000 X g a 4 °C durante 10 minutos y se
resuspendi6 de TBS estéril. Se precipité con 1/6 de NaCl PEG durante toda la
noche a 4 °C. Se centrifugo a 12000 X g durante 15 minutos a 4 °C y se resuspendi6
en TBS. Se hicieron aliquotas de la biblioteca y se refrigeraron con 1/3 de glicerol a
-80 °C. Se titulé la biblioteca en células E. coli TG1 y medio LB-agar con ampicilina

y glucosa.
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Seleccion de los fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)

anti péptido BA por bioseleccion.

Para llevar a cabo la bioselecciobn y amplificacion se utilizaron los
protocolos modificados de Gevorkian et. al. 1998, 2000 (60, 61) y Manoutcharian
et. al. 1999 (62).

Se sensibiliz6 una placa de 96 pozos usando 200 ng / pozo en cuatro pozos
con una solucién de péptido BA durante toda la noche. Se realizaron 4 lavados con
PBS-Tween. Se bloqued la placa con PBS-BSA durante 1 h a 37 °C. Se realizaron 4
lavados con PBS-Tween. Se agregd la biblioteca en concentracién de 103 fagos /
ml, se incubé la placa durante 1 h a 4 °C y 1.5 h a temperatura ambiente (TA). Se
realizaron 8 lavados con PBS-Tween y 4 lavados con PBS. Se eluyeron los fagos con
Glicina-HCl (2 M pH 2.2) durante 10 minutos a temperatura ambiente y 5 minutos
a 37 °C. Se neutraliz6 con Tris-HCI (1 M, pH 9.1). Los eluidos se titularon en células

E. coli TG1 y medio LB-agar con ampicilina y glucosa.

Rescate y amplificacion de fagémidos

Después de cada ronda de bioseleccion se rescaté el eluido infectando un
cultivo fresco de células E. coli TG1 en medio 2X YT con ampicilina y glucosa con
fago helper M13KO7. Se incub6 por 1 h a 37 °C. Se centrifugo por 15 minutos a
1000 X g y se resuspendi6 en medio 2X YT con ampicilina y kanamicina, se dejo
creciendo durante toda la noche a 37 °C en agitacién. Se centrifugo a 10000 X g
durante 20 minutos y se refrigeré el sobrenadante durante 2 h a 4 °C con 1/6 NaCl
PEG-8000. Se centrifugo a 10000 X g a 4 °C durante 10 minutos y se resuspendio
en TBS estéril. Se precipité con 1/6 de NaCl PEG durante toda la noche a 4 °C. Se

centrifugo a 12000 X g durante 15 minutos a 4 °Cy se resuspendi6 en TBS.
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Los rescates de los eluidos se titularon en células E. coli TG1 y medio LB-

agar con ampicilina y glucosa.

ELISA - screening de los scFv en fagos seleccionados.

El ELISA - screening se realizé mediante los protocolos modificados del
Expression Module / RPAS (Amersham, Pharmacia, Biotech, EUA) y O’Connell, et.
al. 2002 (59).

Se tomaron eluidos de la segunda y tercera ronda y se plaquearon en
células TG1 y medio LB-agar con ampicilina y glucosa. Se seleccionaron al azar 37
colonias individuales de la segunda ronda y 56 colonias individuales de la tercera
ronda y se inocularon en dos placas de cultivo celular de 96 pozos (Costar, EUA)
con 2X YT ampicilina y glucosa, la placa que se inoculé primero sirvié como placa
maestra y la que se inocul6é después como placa de trabajo. Ambas placas se
incubaron a 30 °C durante toda la noche. La placa maestra se sell6 y se refriger6 a
-20 °C. La placa de trabajo se rescatd incubando con Hiperfago (Progen,
Alemania) en 2X YT durante 30 minutos sin agitacién y 30 minutos con agitacion.
Posteriormente la placa se centrifugo a 1500 X g durante 20 minutos y se
resuspendi6 con 2X YT con ampicilina y kanamicina. La placa se creci6 durante
toda la noche a 30 °C en agitacion posteriormente se centrifugo a 1500 X g durante
20 minutos y se tomo el sobrenadante de cada pozo con los fagos recombinantes

para evaluarlos en ELISA.

Se sensibilizd6 una placa de 96 pozos (Nunc, Dinamarca) con una
preparacion de péptido BA. La placa se bloqueé como se describe anteriormente y
se adicionaron los sobrenadantes de la placa de trabajo. Se incubd durante 1 h a 37
°C y se realizaron 4 lavados con PBS-Tween y 4 lavados con PBS. Se adiciono6 el
anticuerpo monoclonal anti-M13 conjugado con la enzima HRP (Amersham,
Pharmacia, Biotech, EUA) en PBS-BSA y se incub6 la placa por 1 h a 37 °C. Se

realizaron 4 lavados con PBS-Tween y 4 lavados con PBS y se adicioné solucion
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tnica ABTS (Zymed, EUA). Se registraron lecturas de DO a 405 nm en el lector de
microplacas Opsys MR.

Las clonas reactivas obtenidas mediante el ELISA se rescataron y
amplificaron para probarse nuevamente en ensayo de ELISA contra péptido PA
como se describe anteriormente. Adicionalmente se analizaron por PCR para
identificar insertos de DNA de los scFv (800 pb).

Secuenciacion de DNA de las clonas reactivas.

Se purific6 el DNA de doble cadena de las clonas reactivas mediante un
sistema de purificacion Miniprep (Quiagen, EUA) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Se amplific6 cada una de las clonas reactivas y se centrifugo a 1200 X g. Se
resuspendié con amortiguador P1 y se transfirié a un tubo limpio. Se adicioné
amortiguador P2 y se mezclé. Se agregd amortiguador N3 y se mezcld. Se
centrifugo a 12000 X g y se aplico el sobrenadante a la columna QIAprep spin se
centrifugo durante 1 minuto y se lavé la columna con amortiguador PB por
centrifugacién durante 1 minuto. Se lavo la columna con amortiguador PE
mediante centrifugacién por 1 minuto y se centrifugo 1 minuto més para secar la
columna. Para eluir la columna se incub6 con agua destilada estéril durante 1

minuto y se centrifugo por 1 minuto mas.

Se utiliz6 un secuenciador automatizado ABI PRISM 310 (Applied
Biosystems, EUA) y el juego de primers para secuenciacion pCANTAB5
(Amersham, Pharmacia, Biotech, EUA). La secuenciacién se llevd a cabo en la
Unidad de Secuenciacién Automatizada del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

Las secuencias de DNA obtenidas se analizaron mediante las herramientas

bioinformaticas: ExPASy en el servidor de Biologia Molecular
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http://www.expasy.ch/tools/ . BLAST en el servidor
http://www.ncbi.nlm.hih.gov/igblast e IMGT en el servidor

http://www.imgt.cines.fr
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en este estudio forman parte del articulo:
“Manoutcharian K., Acero G., Munguia M.E., Montero J.A., Govezensky T., Cao C.,
Ugen K., Gevorkian G. 20003. Amyloid-beta peptide-specific single chain Fv
antibodies isolated from an immune phage display library. Journal of

Neuroimmunology. Vol 145. pags 12-17.” (Apéndice 1).

Construccion de la biblioteca de anticuerpos scFv anti-péptido
BA4: expresada en fago M13.

La preparacién de la biblioteca de anticuerpos scFv expresada en fagos
involucrd cuatro etapas:

i) El aislamiento del mRNA total de los nédulos linfaticos inguinales y
esplenocitos de ratones inmunizados con el péptido pAs..

ii) La preparaci6n de los repertorios génicos Vi y Vi a partir de este mRNA,
para lo que se utilizaron reacciones de RT-PCR, PCR, alineamiento y ensamblaje de
DNA.

iii) La clonacién de estos repertorios en el vector de expresion fagémido
pCANTAB 5 E, donde se utilizaron los sitios de restriccion Sfi Iy Not I.

iv) La expresion en la superficie de particulas virales de M13, que infectan
células E. coli TG1.

Se calculé una diversidad de 2.2 x 105 fagos recombinantes para la

biblioteca de anticuerpos scFv anti-péptido BA4. expresada en el bacteriofago M13.
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Bioseleccion de la biblioteca de anticuerpos scFv anti-péptido
BA42.

Para identificar clonas reactivas al péptido BA4. en la biblioteca de
anticuerpos scFv anti-péptido PA,. se realizaron tres rondas de bioseleccion con el

péptido PA,4. inmobilizado en placa (Tabla 1).

Rondade Titulo de entrada Titulo de salida Relaciéon
bioseleccién (ufp/ml) (ufp/ml) entrada/salida
1 5.00 x 10" 4.00 x 10° 8.00x 107
2 7.00 x 10" 6.00 x 10° 857x10™
3 8.00 x 10" 3.00 x 10° 3.75x 10"

Tabla 1. Titulos de los eluidos en cada ronda de bioseleccion. El titulo de entrada
corresponde al usado para la bioselecciéon y el de salida al titulo obtenido de cada

ronda de bioseleccion.

Se seleccionaron aleatoreamente 37 clonas de la segunda ronda y 56 de la

tercera ronda de bioseleccion las cuales se probaron mediante ELISA screening.

ELISA screening de los eluidos de la segunda y tercera ronda de
bioseleccion.

Mediante el ELISA screening se identificaron las clonas reactivas al péptido

BA42 a partir de las clonas de la segunda y tercera ronda de bioseleccién (Gréfico 1

y 2).
Se seleccionaron como positivas las clonas AM2.9 y AM2.32 de la segunda

ronda de bioseleccién, asi como las clonas AM3.3, AM3.10, AM3.22 y AM 3.53 de

la tercera ronda. Se selecciond al azar la clona AM3.26 como clona negativa.
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Grafico 1. ELISA screening con péptido pA4. fijo en la placa y clonas de la segunda

ronda de bioseleccion. Se utilizé suero anti-péptido BA42 como control positivo.
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Grafico 2. ELISA screening con péptido PA4- fijo en la placa y clonas de la tercera

ronda de bioseleccion. Se utilizé suero anti-péptido BA42 como control positivo.
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Se realiz6 un andlisis por PCR para determinar si las clonas positivas
presentaban DNA de los scFv y se determiné que todas las clonas tenian insertos
del tamafo adecuado (Figura 1).

MW 1 2 3 4 5 6

S0thp »

Figura 1. Anélisis por PCR de las clonas positivas. Gel de TAE-agarosa 1.5 x con
tincion de bromuro de etidio e iluminaciéon UV.

Cuando se probaron las clonas amplificadas con los titulos homologados a
10% ufc/ml en un ensayo de ELISA, utilizando el péptido BA,. inmobilizado en la

placa, se encontré que la clona AM3.26 es positiva (Grafica 3).

25 4

Suero anti- M13 AM2.9 AM2.32 AM3.3 AM3.26 AM3.53

péptido Beta-
amiloide
Clona

Grafico 3. ELISA con péptido A2 fijo a la placa y las clonas positivas en el ELISA
screening. Se utilizo suero anti-péptido BA42 como control positivo y fago M13

silvestre como control negativo.
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Al realizar la amplificacion de las clonas seleccionadas, las clonas AM3.10 y
AM3.22 no presentaron crecimiento. Debido a que la clona AM3.53 es la tinica que
presenta una absorbancia menor a 0.5 DO, se decidi6 no considerarla para los
estudios subsecuentes.

Secuenciacion de las clonas reactivas

Se analizaron las secuencias de nucledtidos de los scFv de las clonas
AM2.9, AM2.32 y AM3.3 y se encontrd que eran idénticas (i.e. la misma clona), por
lo que se decidié nombrarla AM2.9. La clona AM3.26 se identifico como una clona
independiente (Tabla 2).

Las secuencias de amino Acidos se dedujeron a partir de la secuencia de
nucleétidos de cada clona (Tabla 3).

Se encontraron 5 diferencias en diversas regiones de las secuencias de
amino 4cidos de las clonas AM2.9 y AM3.26 originadas por 6 diferentes
nucleétidos (Tabla 4). Asi mismo se encontraron 10 diferencias en las secuencia de
nucleétidos en las posiciones 9, 16, 24, 264, 318, 358, 402, 408, 417, 432 y 603 que

no generan cambios en la secuencia de aminoécidos.

Se encontr6 un codén de paro UGA en la clona AM2.9 y un coddn de paro
UAA en la clona AM3.26. Lo méas probable es que estos codones de paro sean

traducidos en los ribosomas incorporando triptéfano (W) en la cadena polipetidica.

Las secuencias de las clonas AM2.9 y AM3.26 se registraron en el GenBank
con los niimeros AY307932 y AY307933 respectivamente. Posteriormente se
analizaron mediante las herramientas bioinformaticas ExPASy y BLAST, y se
alinearon a las secuencias génicas de lineas germinales con mayor homologia
mediante la herramienta IMGT/DNA PLOT (Tabla 5).
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Clona

Secuencia de nucleétidos de los scFv anti péptido BA,;

AM2.9
GenBank
AY307932

AM3.26
GenBank
AY307933

CAGGTGAAACTGCAGGAGTCTGGGACTGAAGTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTGA
AGTTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACATCTTCACAAGTTATGATATAGACTGGGTG
AGGCAGACGCCTGAACAGGGACTTGAGTGGATTGGATGGATTTTTCCTGGAGAGG
GGAGTACTGAATTCAATGAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACACTGAGTGTAGACAA
GTCCTCCAGCACAGCCTATATGGAGCTCACTAGGCTGACATCCGAGGACTCTGCT
GTCTATTTCTGA*GCTAGAGGGGACTACTATAGGCGCTACTTCGACTTGTGGGGCC
AAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAAGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCT
CTGGCGGTGGCGGATCGGACATCGAGCTCACTCAGTCTCCAACAATAATGTCTGC
ATCTCCAGGGGAGAGGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATACGTTAC
ATATATTGGTACCAACAGAAGCCTGGATCCTCCCCCAGACTCCTGATTTATGACAC
ATCCAACGTGGCTCCTGGAGTCCCTTTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACC
TCTTATTCTCTCACAATCAACCGAATGGAGGCTGAGGATGCTGCCACTTATTACTG
CCAGGAGTGGAGTGGTTATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAGCT
GAAACGT

CAGGTGAAGCTGCAGCAGTAA'GGAACTGAAGTGGTAAAGCCTGGGGCTTCAGTG
AAGTTGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACATCTTCACAAGTTATGATATAGACTGGGT
GAGGCAGACGCCTGAACAGGGACTTGAGTGGATTGGATGGATTTTTCCTGGAGAG
GGGAGTACTGAATACAATGAGAAGTTCAAGGGCAGGGCCACACTGAGTGTAGACA
AGTCCTCCAGCACAGCCTATATGGAGCTCACTAGGCTGACATCTGAGGACTCTGCT
GTCTATTTCTGTGCTAGAGGGGACTACTATAGGCGCTACTTTGACTTGTGGGGCCA
AGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCATGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTC
TGGCGGTGGCGGATCTGACATTGAGCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCA
TCTCCAGGGGAGAGGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAAGTATACGTTACA
TATATTGGTACCAACAGAAGCCTGGATCCTCCCCCAGACTCCTGATTTATGACACA
TCCAACGTGGCTCCTGGAGTCCCTTTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCT
CTTATTCTCTCACAATCAACCGAATGGAGGCTGAGGATGCTGCCACTTATTACTGC
CAGGAGTGGAGTGGTTATCCGTACACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAGCTG
AAACGT

Tabla 2. Secuencias de nucle6tidos de los scFv antipéptido A4.. Los codones de

paro estén indicados con un asterisco (*) inmediatamente después.
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Clona Secuencia de amino acidos de los scFv anti péptido BA,;

AM29 QVKLQESGTEVVKPGASVKLSCKASGYIFTSYDIDWVRQTPEQGLEWIGWIFPGEGST
GenBank EFNEKFKGRATLSVDKSSSTAYMELTRLTSEDSAVYFWARGDYYRRYFDLWGQGTTV
AY307932 TVSSSGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPTIMSASPGERVTMTCSASSSIRYIYWYQQK

PGSSPRLLIYDTSNVAPGVPFRFSGSGSGTSYSLTINRMEAEDAATYYCQEWSGYPYT
FGGGTKLELKR

AM3.26 QVKLQQWGTEVVKPGASVKLSCKASGYIFTSYDIDWVRQTPEQGLEWIGWIFPGEGS

GenBank TEYNEKFKGRATLSVDKSSSTAYMELTRLTSEDSAVYFCARGDYYRRYFDLWGQGTT

AY307933 VTVSSCGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPAIMSASPGERVTMTCSASSSIRYIYWYQQ
KPGSSPRLLIYDTSNVAPGVPFRFSGSGSGTSYSLTINRMEAEDAATYYCQEWSGYPY
TFGGGTKLELKR

Tabla 3. Secuencias de amino acidos de los scFv antipéptido BA,4.. Los codones de

paro se tradujeron como triptéfano (W).

Amino acido Amino acido Codén .
Posicién  presente en Coc;?‘n&rezsse nte oresenteen  presente en Reﬂ':':'vd“'
AM2.9 - AM3.26 AM3.26

6 E GAG Q CAG HFW1

7 S ucu w UAA HFW1
60 F uuc Y UAC HCDR2
96 W UGA c UGC HFW3
143 T ACA A GCA LFW1

Tabla 4. Diferencias en las secuencias de amino acidos de las clonas AM2.9 y
AM3.26.
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Linea germinal Linea germinal Linea germinal Linea germinal Linea germinal

Ciona Vi D Kt Vk &
AM2.9 'G”"(ﬁf“'m 'GHD‘(SBF;Z'X'M IGHJ2*01 (15)  IGKV4-55'01 (9)  IGKJ5°01 (3)
AM3.26 'GH"'(L%‘*'N 'GHD'%P)Z""M IGHJ2°01 (14) IGKV4-55*01 (24) IGKJ5*01 (3)

Tabla 5. Alineacién de las secuencias de nucleétidos de los scFv con lineas
germinales de inmunoglobulinas murinas. Los nimeros entre paréntesis indican

las diferencias en nucleétidos en los scFv respecto de la linea germinal.
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DISCUSION

En el presente estudio se seleccionaron anticuerpos scFv anti-péptido BA4.
a partir de la primera biblioteca inmune anti-péptido BA4. construida como parte
de este estudio.

A partir del andlisis de las secuencias de nucleétidos, se identificaron dos
clonas independientes (AM2.9 y AM3.26) con abundantes hipermutaciones, lo que
indica que los ratones inmunizados con péptido PA42 montaron una respuesta

inmune oligoclonal dirigida al antigeno.

Tipicamente cuando se usan vectores fagémidos para expresién en plIl en
la construccion de bibliotecas inmunes de anticuerpos scFv  se obtienen
diversidades de 104 a 107 fagos recombinantes y titulos en los eluidos de cada ronda
de bioselecciéon de 103 a 105 fagos recombinantes (63, 64, 65). La diversidad de la
biblioteca construida fue de 105 fagos recombinantes y los titulos en los eluidos de
cada ronda de bioselecciéon fueron de 103 fagos recombinantes, lo que indica una
biblioteca pequefia, pero que nos permiti6 identificar scFv de alta especificidad a su

antigeno.

Un hecho importante es que para identificar anticuerpos scFv altamente
especificos a un antigeno no es necesario generar una biblioteca muy grande, sino
més bien, aprovechar que la hiper-inmunizacién induce una respuesta inmune

oligoclonal, lo que parece suceder en este caso.

Atn falta por determinar si existen més clonas independientes en la
biblioteca. Esto podria verificarse mediante la modificacion de las condiciones de

bioseleccién y crecimiento bacterial, como sucedié en el caso de la clona AM3.26.

Es bien conocido que muchos anticuerpos scFv son tdxicos para las células

E. coli, raz6n méas probable por la que no se amplificaron las clonas AM3.10 y
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AM3.22. Para solucionar este problema se han disefiado vectores de expresi6n
especiales para subclonar y expresar estos scFv utilizando condiciones éptimas de

crecimiento celular (66).

La expresion de secuencias de DNA con codones de paro es un evento que
ocurre como parte de los mecanismos normales de regulacién de la expresién
génica en E. coli. Los mecanismos que permiten la expresiéon de genes con sefales
de paro son de gran importancia practica para obtener ligandos de relevancia
meédica. En las bibliotecas de fagos la expresion de secuencias con codones de paro
es parte de la estrategia que utilizan las bacterias para sobrevivir a las secuencias

toxicas de los insertos (67).

Se sabe que un mecanismo de substitucién de amino 4cidos para los
codones de paro UGA y UAA incorpora triptéfano (W) a la cadena polipeptidica en
algunos vectores de expresion en E. coli (68). Por lo que esto es lo méas probable
que suceda en los codones de paro opalo (UGA) y ocre (UAA) de las clonas AM2.9 y
AM3.26

Adicionalmente el uso del hiperfago para amplificar los eluidos de cada
ronda de bioseleccién garantiza que las clonas seleccionadas expresen el DNA del
inserto (scFv) debido a que el hiperfago, que sirve como fago ayudador, carece del
glll de M13 en su genoma (69) por lo que todas las particulas virales son
recombinantes, lo que fortalece la hipétesis de la incorporacién de triptéfano (W)

en lugar de los codones de paro.

Cuando se usa hiperfago como fago ayudador en lugar de M13KO7 en
bibliotecas de scFv, se obtiene un incremento considerable no solo en la cantidad
de particulas de fago que llevan el scFv en su superficie, sino que también se
incrementa aproximadamente 400 veces la actividad de uni6n al antigeno debido a
la expresién oligovalente de los anticuerpos en cada particula de fago, lo que

permite identificar scFv altamente afines a su antigeno (69).
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Los scFv anti-péptido PA4. son biomoléculas de gran interés en el
desarrollo de nuevos terapéuticos para combatir la EA debido a que pueden actuar

extracelularmente pero también intracelularmente como intraanticuerpos.

Los scFv pueden prevenir la formacién de agregados del péptido y también
disolver los ya existentes, tanto en forma fibrilar como de oligbmeros y profibrillas.
En forma de intracuerpos pueden unirse a depésitos intra-neuronales de péptido

PA (70), por lo que tienen alto potencial terapéutico en el tratamiento de la EA.

El uso de anticuerpos humanos en bibliotecas de fagos como intracuerpos
con potencial terapéutico ha sido demostrado anteriormente (71). También se han
utilizado scFv como intracuerpos para contrarrestar la agregacién proteica en un
modelo de la enfermedad de Huntingtong (72).

Una ventaja de los scFv es que no disparan una respuesta inmune celular
como la que se genera con la inmunizacién activa con el péptido pA,2 , asi mismo la
remocién de los scFv no activaria células de microglia evitando otra fuente de

inflamacién. (30, 73)

Se ha demostrado previamente que la administracion intranasal de un scFv
especifico para péptido BA4. expresado en un fago alcanzé depositos del péptido en

el cerebro de ratones transgénicos sin efectos toxicos aparentes (74).

Sin embargo el scFv utilizado en el estudio mencionado fue derivado de
una IgM monoespecifica para la region lineal EFRH N-terminal (34) y no de una
biblioteca inmune como en el presente trabajo. Es importante hacer notar que
existen epitopes conformacionales en el péptido PA,. y regiones especificas
involucradas en la formacién de agregados del péptido (31, 23), a los que no se
unen los anticuerpos especificos para regiones lineales, pero que podrian

identificarse mediante la estrategia utilizada en el presente estudio. Los
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anticuerpos dirigidos a estas regiones son muy interesantes en la prevencion y
tratamiento de la EA.

En un estudio se demostré que la administracién pasiva de anticuerpos
monoclonales dirigidos a la regién central del péptido BA revierte la pérdida de
memoria en un modelo murino para la EA (43) y que la administracién pasiva de
anticuerpos dirigidos contra la regién C-terminal del péptido PA reducen los
niveles de péptido BA en tejidos cerebrales y protege a las neuronas de dafio
inducido por crisis epiléptica en un modelo de ratones transgénicos para la EA (75).
Sin embargo la administracién de anticuerpos completos no es recomendable en
pacientes de edad avanzada debido a los posibles procesos inflamatorios que

dispara.

Se conoce que formas truncadas en la regiéon N-terminal del péptido PA
aumentan los efectos citotéxicos del péptido BA normal y del péptido con la
mutacién flamenca (A21G), involucrados en la progresion de la EA (76). El
ensamblaje del péptido BA en oligomeros involucra la formacién de diversas
estructuras transitorias que gradualmente se rearreglan en protofibrillas, donde el
resiudos Ile41 induce la formacién de pentdmeros / hexdmeros, y el residuo Alag2
se requiere para las asociaciones posteriores en superestructuras similares a
protofibrillas (77). Por lo que resulta muy importante la seleccién de scFv dirigidos
a diferentes regiones del péptido PA. Atn falta determinar los epitopes en el
péptido PA4. que reconocen los scFv seleccionados en este estudio mediante un
mapeo usando péptidos sobrelapados de BA4.. La biblioteca construida contiene
una amplia mezcla de anticuerpos con todas las especificidades posibles inducidas
por la inmunizacién con el péptido BA, sin embargo, se ha encontrado que los
anticuerpos dirigidos a la regién N-terminal incrementan las microhemorragias
asociadas a la angiopatia cerebral amiloide en un modelo de ratones transgénicos
para el estudio de la EA (78) por esto es muy importante el mapeo de epitopos para

identificar las regiones que reconocen los scFv aislados.
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CONCLUSIONES

i) Se construyé la primera biblioteca de fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)

de anticuerpos murinos anti-péptido pA42 expresada en el bacteriéfago M13.

ii) Se seleccionaron y caracterizaron scFv de anticuerpos anti-péptido pA42 con todas
las especificidades posibles contra los epitopos lineales y
/o conformacionales presentes en las fibrillas del péptido BA, a partir de la biblioteca
construida.

iii) Se encontré que los scFv de anticuerpos anti-péptido BA42 son especificos al
péptido BA42 en ensayos de reconocimiento (ELISA).

PERSPECTIVA

Después de su evaluacién in vitro y en modelos animales, asi como de las
modificaciones necesarias con agentes transportadores que incrementen la permeabilidad de
la barrera hemato—encefalica. Los anticuerpos scFv anti-péptido PA expresados en fagos que
se seleccionaron en este estudio, y otros que se pueden seleccionar utilizando esta misma
estrategia, podrian ser de interés para uso terapéutico mediante inmunizaciéon pasiva en
pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Otra alternativa seria sintetizar péptidos sintéticos en base de los CDRs de Vu de los

scFv anti-péptido BA y usarlos como moléculas afines al péptido con fines terapéuticos.

46



APENDICE 1

“Manoutcharian K., Acero G., Munguia M.E., Montero J.A., Govezensky T., Cao C.,
Ugen K., Gevorkian G. 20003. Amyloid-beta peptide-specific single chain Fv antibodies
isolated from an immune phage display library. Journal of Neuroimmunology. Vol 145. pags
12-17.”

47



Journal of
Neuroimmunology

ELSEVIER

Joumnal of Neuroimmunology 145 (2003) 12-17

www.elsevier.com/locate/jneuroim

Amyloid-beta peptide-specific single chain Fv antibodies
isolated from an immune phage display library

K. Manoutcharian®, G. Acero®, M.E. Mungula J.A. Montero®, T. Govezensky®,
C. Cao® K. Ugen G. Gevorkian®*

I de I ig Biomédi Us idad N de México, AP 70228, México DF, 04510, Mexico
® Department of Medical Microbiology and Immunology, University of South Florida College of Medicine, Tampa, FL 33612, USA

Received 19 June 2003; received in revised form 27 August 2003; accepted 27 August 2003

Abstract

A single-chain fragment variable (scFv) antibody library displayed on phage was constructed using spleen cells from mice immunized
with human amyloid-beta peptide (AR42). This first anti-AP42 scFv immune antibody library was selected against human AR42. A number
of positive clones were obtained, and sequences of Vi and Vi genes were analyzed using ExPASy and BLAST computer tools. This analysis
revealed that only two unique clones with identical Vi and Vk complementarity determining region (CDR) (except HCDR2) and identical
germline genes were selected, indicating that oligoclonal immune response was occurring in AP42-immunized mice. Ap42-specific st.‘F\-'

antibodies selected from this first immune anti-Ap42 phage antibody library may be an important tool for the develog of th

lecules for Alzheimer's di (AD).
© 2003 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

The accumulation of amyloid-beta peptide (AR) in the
brain and its deposition as plaques are hypothesized to play
a central and critical role in the neuropathology of Alzheim-
er’s disease (AD). There are previous reports describing the
efforts to find compounds that could dissolve or inactivate
AP plaques or prevent the aggregation of the peptide.
Among these compounds are anti-A[} antibodies that were
shown to bind to preformed fibrils and lead to their
disaggregation and inhibition of their neurotoxic effects
(Solomon et al., 1997).

Also, in vivo studies have shown that immunization of
transgenic mice overexpressing human amyloid precursor
protein (APP) with Ap42 can prevent or alleviate AD-like
neuropathological features along with a significant decrease
in the cerebral AP plaque burden (Schenk et al., 1999; Janus

* Cormresponding author. Tel.: +52-5556223151; fax: +52-5556223369.
E-mail address: gokar@servidor.unam.mx (G. Gevorkian).

0165-5728/8 - see front matter © 2003 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/).jneuroim.2003.08 038

et al., 2000; Morgan et al., 2000). These studies suggest the
use of AP immunization as a therapeutic approach that may
prevent and, possibly, treat AD. Human clinical trials with
AP42 were started, but some patients developed symptom
of brain inflammation, and this phase 2A clinical trial was
halted (Munch and Robinson, 2002). Some recent evidence,
however, indicates that irrespective of the adverse events,
the patients who developed significant antibody titers
against AP42 did not demonstrate cognitive decline (Hock
et al., 2003). These data indicate that the vaccine strategy
against AP42 has potential.

One of the potential disadvantages of any active immu-
nization procedure is the generation of a robust immune
responses, including cellular immunity, which may not be
necessarily desirable in an elderly patient population suf-
fering from AD. The idea that passive immunotherapy
would be more appropriate for these individuals promoted
the efforts toward generation of antibodies capable of
preventing and clearing amyloid aggregates. Bard et al.
showed that peripherally administered polyclonal and
monoclonal antibodies against AP entered the central
nervous system and reduced plaque burden by 93% and
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81%, respectively, along with reduction of pathology in a
mouse model of AD (Bard et al,, 2000). These results
indicate that in the absence of T-cell immunity, antibodies
are sufficient to decrease amyloid deposition and AD-like
pathology. Recently, Bacskai et al. reported that FITC-
labeled F(ab), fragment of a monoclonal anti-Ap antibody
3D6 led to the clearance of 45% of the amyloid deposits in
18-month-old transgenic mice within 3 days, similar to the
results obtained with full-length 3d6 antibody (Bacskai et
al., 2002). These results suggest that direct disruption of
fibrils, in addition to classical Fc-dependent phagocytosis,
is involved in the antibody-mediated clearance of AP
aggregates in vivo. Two years earlier, Frenkel et al. showed
that direct biophysical interaction of antibody fragments
with amyloid aggregates in vitro may lead to their disrup-
tion (Frenkel et al., 2000). A single-chain fragment variable
(scFv) antibody constructed from variable regions of heavy
and light chain genes of the parental anti-Ap IgM mono-
clonal antibody exhibited anti-aggregating properties, lead-
ing to disaggregation of amyloid fibrils and prevented its
toxic effect on cultured PC-12 cells. These authors also
introduced mutations into the original sequence of scFv and
selected AP binding scFv antibodies with improved anti-
aggregating properties compared with parental antibody. It
is important to note that in this study, authors evaluated the
one antibody specificity since their source for antibody
variable-region sequences was the one IgM hybridoma.

In the present study, we constructed the first immune
anti-Ap phage-displayed murine scFv antibody library and
selected by biopanning a number of new Af-specific scFv
antibodies.

2. Materials and methods

2.1. Construction of anti-Af} scFv antibody phage display
library

Spleen cells from mice immunized with Ap42 were used
as a source of immunoglobulin genes. Three 6-week-old
BALB/c mice were immunized with Ap42 (BACHEM
Bioscience, King of Prussia, PA, USA): Ap42 was first
suspended in pyrogen-free type I water at 2 mg/ml, then
mixed with 10 x PBS to yield 1 x PBS and incubated
ovemight at 37 °C. This immunogen preparation was mixed
with Freund’s complete adjuvant for priming of mice, and
with incomplete Freund's adjuvant for boost injections. Four
immunizations were performed at 14-day interval. One
week after the fourth immunization, mouse sera were tested
in ELISA for the presence of specific anti-Ap42 antibodies.
Briefly, a 96-well plate (Nunc, Roskilde, Denmark) was
coated with | pg/ml of AR42 in phosphate buffer (pH 7.8)
overnight at 4 °C. The plate was washed with phosphate
buffer containing 0.1% Tween-20 (PBS-Tween) and
blocked with PBS containing 2% bovine serum albumin
(PBS—BSA). After washing, mouse sera diluted in PBS-

BSA 1% was added, and the plate was incubated for | h at
37 °C. The plate was washed and goat anti-mouse IgG
conjugated with HRP (Zymed, San Francisco, CA, USA)
was added. After incubation for 1 h at 37 °C, the plate was
washed and 2,2’ -azino-bis-(3-ethyl-benzthiazoline-6-sul-
phonic acid (ABTS) single solution (Zymed) was added.
The OD reading at 405 was registered using Opsys MR
Microplate Reader (DYNEX Technologies, Chantilly, VA,
USA).

The mRNA was extracted from the splenocytes of

" immunized mice using QuickPrep mRNA Purification Kit

(Amersham Pharmacia Biotech, USA) as recommended by
the manufacturer. First, strand cDNA was synthesized from
mRNA using random pd(N)s primer according to RPAS
Mouse ScFv Module (Amersham Pharmacia Biotech) man-
ufacturer’s instructions. Then Ig heavy (Vy) and light (Vk)
genes were amplified from cDNA using specific primers
provided in the same kit. PCR products were gel purified
using a Concert Rapid Gel Extraction System (Amersham
Pharmacia Biotech) and used in assembly reaction to join
Vy and Vk DNA into a single chain (Vy—Vk) with linker
DNA. This DNA was used as a template for PCR re-
amplification with flanking oligonucleotides containing
appended restriction sites Sfil and Norl. The DNA of scFv
gene repertoires were gel purified, digested with Sfil and
Nofl and ligated into the similarly digested vector pCAN-
TAB-5E DNA (Amersham Pharmacia Biotech). After ex-
traction with phenol/chloroform and ethanol precipitation,
the ligation mix was electroporated into 50 ul Escherichia
coli TGl cells using Gene Pulser II System (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Ten electroporations
were performed, and the resultant phagemid library was
rescued/amplified using M13KO7 helper phage (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) and the Expression Module/Recombi-
nant Phage Antibody System (Amersham Pharmacia Bio-
tech). The transformed TG cells were plated on LB-Amp
plates. The diversity of the library was 2.2 x 10° individual
recombinants. The typical phage yields were 10'°-10"
colony-forming units (cfu) per milliliter of culture medium.

2.2. Selection of Af-specific scFV antibodies by biopanning
against Af

Selection and amplification procedures for the scFv
library was carried out essentially as described for peptide
libraries in our previous studies (Gevorkian et al., 1998;
Manoutcharian et al., 1999; Gevorkian et al., 2000), using
96-well plates (Nunc) coated ovemnight with 2 pg/ml of
Ap42 in PBS. Plates were blocked with PBS/BSA 2%, and
then phages were added at a concentration of 10'*/ml. After
incubation for 4 h at 4 °C, plates were washed with cold
PBS-Tween, and bound phage was eluted using 100 pl/well
of 100 mM Triethylamine. Tris—HCI (1 M) was added to
neutralize the eluate. In each round, we rescued phagemid
library using helper phage M13K07. Three rounds of bio-
panning were performed.
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Fig. |. ELISA binding of AB42 with selected scFv antibody bearing phage.
Phage clones were added to the AR42-coated wells. Bound phage was

i using HRP-conj 1 anti-M13 lonal antibody. Wild-type
phage was used as a negative control. Mouse anti-AP42 serum was used as
a positive control and showed ODyps=2.29 + 0.022.

2.3. ELISA screening of selected scFv antibodies expressed
on phage

After each round of selection, single ampicillin-resistant
colonies were used to inoculate 96-well cell culture plates
(Costar, Coming, NY, USA) containing 125 pl of 2-YT-
Amp-glucose. Plates were incubated for 4 h at 37 °C, 100
ul of 2xYT containing hyperphage (Rondot et al., 2001;
kindly provided by Dr. B.Becerril) was added to each well.
After 30 min of incubation without shaking and 30 min of
incubation with shaking, plates were centrifuged and super-
natants were removed. Fresh 2xYT without glucose but
supplemented with ampicillin and kanamycin was added to
each well, and plates were incubated overnight at 30 °C
with shaking. Microtiter plates (Nunc) were coated with Ap
and blocked as described above, supernatants from plates
containing phage were added, and after incubation for 1 h at
37 °C, plates were washed with PBS—Tween. HRP/Anti-
M13 monoclonal conjugate (Amersham Pharmacia Biotech)
diluted in PBS-BSA 1% was added, and plates were
incubated for 1 h at 37 °C. Plates were washed and ABTS
single solution (Zymed) was added. The OD reading at 405
was registered using Opsys MR Microplate Reader
(DYNEX Technologies). The reported data are representa-
tive of three different experiments.

2.4. DNA sequencing

The DNA sequences of the inserts of selected scFv-
expressing phagemid clones were determined using auto-
mated ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA), miniprep-purified (Qiagen)
double-stranded DNA of the clones and pCANTAB 5
Sequencing Primer Set (Amersham Pharmacia Biotech).
The DNA and deduced amino acid sequences were analyzed
by computer search with ExPASy Molecular Biology server

(http://www.expasy.ch/tools/), BLAST (http://www.
nebi.nlm.nih.gov/igblast) and IMGT (the International Im-
MunoGeneTics Information System: http://imgt.cines.fr)
database. The DNA and amino acid sequences of isolated
scFvs were submitted to GenBank database.

3. Results

3.1. Construction of anti-Af scFv antibody phage display
library

Preparation of scFv antibody phage display libraries
involves four stages: (1) isolation of mRNA from a source
of antibody-producing cells; (2) preparation of the scFv
repertoires; (3) cloning of the scFv repertoires into a
phagemid vector; and (4) expression of the scFv in the
surface of phage.

Spleen cells from mice immunized with AP were used to
generate a scFv phage antibody library. The Vi and Vk
genes were amplified from mRNA, spliced together and the
obtained scFv gene repertoires were cloned into pCANTAB-
5E to generate a phage displayed scFv antibody library of
2.2 % 10° transformants. PCR analysis of 16 randomly
selected clones showed that the majority carried full length
inserts (data not shown).

3.2. Selection of Afi-specific scFV antibodies by biopanning
against Af and ELISA screening of selected scFvs

In order to identify Ap42-specific scFv antibodies, the
constructed immune library was rescued using M13KO7
helper phage and selected against human A{42. Three
rounds of biopanning were performed, and 180 individual
clones were randomly picked, rescued using hyperphage
and screened for their capacity to bind to AR42 in ELISA.
Wild-type phage was used as negative control to discard
non-specific interactions between phage and Ap42. OD
readings of binding of positive clones to AR42 are shown
on Fig. 1. PCR analysis showed that all positive clones
carried full-length DNA inserts (Fig. 2).

800bp

Fig. 2. PCR analysis of DNA isolated from six positive phage clones (lane
1-6). DNA were PCR amplified and separated on a 1% agarose gel, and
bands were visualized by cthidium bromid; and UV ill
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Table 1

Germline genes/segments and CDR3 sequences of scFv antibodies isolated from immune library selected on p-amyloid peptide®

Clone Vi germli Dy Jy germline HCDR3 Vi germline I, germline LCDR3
IGHV1524*01 IGHD-SP2.x*01 IGHI2*01 GDYYRRYFDL IGKV4-55*01 IGKJ5*01 QEWSGYPYT

AM2.9 @ ®° as)’ @r o (C) Gr
IGHV1824*01 IGHD-SP2.x*01 IGHI2*01 GDYYRRYFDL IGKV4-55*01 IGKI5*01 QEWSGYPYT

AM3.26 (38)° @®° 1D (4 [¢2)N [E)) Gr

* Mouse germline Vi, Vi, Dy, Jy and Jp have been iled in the I | ImMunoGeneTics Information System (IMGT).

These two clones with identical Vi and V. CDR3 regions showed different HCDR2 and fr

genes (accession can be made through GenBank with b
times and AM3.26 only one time, respectively.
® Differences in nucleotides from Vyy and Vi germline sequences.

k regions, as indicated by their differences from the germline

AY307932 and AY307933). Among eight clones analyzed in total, AM2.9 was isolated seven

© Differences in amino acid sequences of Vi and V. CDR3 regions of selected scFv from germline-determined regions.

3.3. Sequence analysis of Vi and Vk genes of selected scFvs

Eight phage clones with the highest OD values in ELISA
were further analyzed by determining the nucleotide sequen-
ces encoding their Vy and Vk genes. The amino acid
sequences of these clones were deduced from their nucle-
otide sequences. The obtained sequences were analyzed
using ExPASy and BLAST computer tools and aligned to
the most homologous germline gene sequences in the
IMGT/DNA PLOT directory (Table 1). As shown in Table
1, only two unique clones with identical Vy and Vk
complementarity determining regions (CDR) (except
HCDR2) and identical germline genes/segments were
found. The clone AM 2.9, isolated seven times, and AM
3.26, isolated one time, have eight nucleotide (nt) and four
amino acid (aa) differences in framework region | (FR1),
HCDR2 and FR3 of Vy and four nt and one aa in FR1 of Vk
chain (not shown). Extensive differences at both nt and aa
level from germline sequences were found in isolated clones
including four and three aa changes in CDR3 regions of
both heavy and light chains (Table 1). Interestingly, a single
UAA and UGA stop codons were present in Vi FR1 and in
FR3 regions of AM 2.9 and AM 3.26 clones, respectively.
Most probably, these stop codons are translated on ribo-
somes through incorporation of tryptophan (W) into the
polypeptide chain.

4. Discussion

We have selected a number of anti-AP42 scFv antibodies
using the first immune anti-Ap42 scFv antibody library
constructed in our laboratory. The analysis of nucleotide
sequences of eight isolated scFv clones resulted in identifi-
cation of only two unique clones with extensive hyper-
mutations, particularly in CDR regions, indicating that
antigen-driven immune response was occurring in Ap-
immunized mice. We believe that there is no need to
generate very large immune scFv antibody libraries to
isolate antigen-specific scFv clones, since generally, hyper-
immunization induces oligoclonal immune responses, as
what probably took place in our case. However, it remains

to be seen whether other unique clones are present in our
library by modifying biopanning and/or bacterial cell grow-
ing conditions and selecting more clones. In this regard, it is
well known that many scFvs are toxic to E. coli cells,
therefore, special expression vectors containing inducible
promoter regions were designed to express scFvs creating
optimal cell growing conditions (Tessmann et al., 2002).
Hence, the isolation of our two clones containing UGA
(opal) and UAA (ochre) stop codons is the result of scFv—
pIII M13 fusion protein expression at low level in bacterial
cells allowing their survival. The expression of DNA
sequences with these stop codons is not a rare event and,
along with the frameshift and ribosome slippage is the part
of general mechanism of the regulation of protein expres-
sion in E. coli (Carcamo et al., 1998). It was shown that
tryptophan (W) is inserted at the UGA stop codon (Mac-
Beath and Kast, 1998) and that UGA- and UAA-containing
DNA inserts are efficiently expressed in E. coli, which were
cloned in phagemid vector pPCANTAB SE, also used in our
study (Carcamo et al., 1998). Other evidence that our clones
are expressing scFv—plll fusion protein on M13 phage
surface is the application of hyperphage as helper phage,
which lacks the M13 glIIl in phage genome. So, most
probably, tryptophan (W) is expressed in our scFv phage
clones at the positions of these stop codons in Vi FR1 and
FR3 regions.

For AD, anti-Ap scFv antibodies are of great interest and
may act both extracellularly and intracellularly (intrabodies).
These scFvs can prevent the formation of AP aggregates,
can dissolve the existing fibrils, pro-fibrils or oligomers as
well as, in the case of intrabodies, may bind to intraneuronal
deposits of AR42. It is important to note that recent studies
demonstrated early intraneuronal accumulation and immu-
noreactivity of APp42 and the presence of stable dimers of
AP42 in neural cells in culture, before their release into the
medium (Selkoe, 2001; Gouras et al., 2000). These obser-
vations emphasize the potential therapeutic effect of inter-
nalizing antibodies for prevention of intraneuronal Ap42
aggregation for the treatment of AD. The therapeutic po-
tential of intrabodies was demonstrated previously for
tumor-specific antibodies (Poul et al., 2000) as well as in
studies on Huntington disease (Lecerf et al., 2001).
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As for any passive immunization protocol, one of the
advantages of scFv antibodies is the absence of unwanted
and deleterious cellular immune response caused by Ap42
immunization. In addition, since the clearance of Ap42-
scFv complex in vivo would not activate microglia as in the
case of full-length antibody, this additional source of in-
flammation in patients (Lue and Walker, 2002) would be
avoided.

It has been demonstrated previously that intranasal ad-
ministration of a Ap42-specific scFv antibody displayed on
phage targeted AP deposition in the brain of live transgenic
mice (Frenkel and Solomon, 2002). No visible toxic effects
after phage administration were detected in the brain by
histology studies.

In previous studies (Frenkel et al., 2000; Frenkel and
Solomon, 2002), scFv antibodies with a single specificity of
a parental IgM that recognized N-terminal linear EFRH
region of A42 were evaluated. However, there are reports
on the existence of a conformational epitopes on Ap42 as
well as other regions on this molecule involved in fibril
formation (Gaskin et al., 1993; Pike et al., 1995; Ma and
Nussinov, 2002), and antibodies directed to these regions
could be of interest for AD treatment and prevention. Thus,
it has been shown that passive administration of monoclonal
antibodies directed to the central region of AP reverses
memory deficits in mice (Dodart et al., 2002) and admin-
istration of antibodies directed to C termini of AP signifi-
cantly reduced the number of seizure-induced degenerating
cells in the hippocampus (Mohajeri et al,, 2002). Also, the
higher toxicity of N-truncated amyloid peptides Ap(12-42)
compared with the full-length peptide was demonstrated
(Demecester ct al., 2001). Moreover, combining of biochem-
ical, spectroscopic and morphologic methods in the recent
study by Bitan et al. (Bitan et al., 2003) allowed the further
elucidation of the role of Ap42 Ile-41 residue in promoting
the initial oligomerization of Ap42 and that of Ala-42
residue in facilitating the peptide's self-association. The
major advantage of our approach is the possibility of
selection of scFv antibodies directed to different regions
of AP since our anti-Ap scFv library contains a large pool
of antibodies with all possible specificities induced by Ap
immunization in contrast to a library based on immuno-
globulin gene of a single IgM antibody directed to amino-
terminal region of AP (Frenkel et al., 2000). Moreover, it
has been demonstrated that these anti-amino-terminal anti-
bodies resulted in an increase in cerebral amyloid angiop-
athy (CAA)-associated microhemorrhages in APP23
transgenic mice (Pfeifer et al., 2002). Identification of anti-
bodies recognizing other linear or conformational epitopes
on AP42 may help to prevent possible side effects. Our
ongoing studies on epitope mapping will give the answer
about the nature of epitope recognized by isolated scFv.

In conclusion, considering all existing data pointing to a
possibility that anti-A{ antibodies could interfere with AD,
we think that phage-displayed anti-Ap42 scFv antibodies
selected in this study could be of interest for therapeutic use

for passive immunization of AD patients after evaluation in
vitro, modification with substances that increase their
blood—brain barrier permeability and conduction of all
necessary studies in animal models.
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